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RESUMEN 
 
Esta tesis versa sobre el estudio de las enzimas β-lactamasas como mecanismo de 
resistencia a los antibióticos teniendo como objetivos investigar los factores que influyen en 
su expresión, en su diseminación, y en la epidemiología de las mismas a través del estudio de 
funciones fisiólogicas más allá de su papel actual conocido. 
La tesis se divide en tres capítulos: 
En el primero se estudió la transmisión in vivo, del gen de una β-lactamasa de 
espectro extendido (BLEE), blaCTX-M-32, entre diferentes especies de enterobacterias (dos 
Escherichia coli y un Proteus mirabilis). Además se demostró que una secuencia de 
inserción, la IS1, localizada en el promotor de la misma, podía actuar como regulador 
negativo de la expresión de la β-lactamasa. 
En el segundo capítulo se estudió la epidemiología clínica y molecular de un brote 
hospitalario causado por una cepa epidémica de Enterobacter cloacae multirresistente que 
producía la BLEE SFO-1. 
Finalmente, en el tercer capítulo se analizó el papel de las β-lactamasas en el 
metabolismo del peptidoglicano bacteriano, lo que podría revelar una función fisiológica 
ancestral más allá de la resistencia a los β-lactámicos, y a su vez aportar datos acerca de  la 
epidemiología actual de las mismas. 
 
RESUMO: 
 
Esta tese trata sobre o estudo das enzimas β-lactamasas como mecanismo de 
resistencia ós antibióticos, tendo como obxectivos investigar os factores que inflúen na súa 
expresión, na súa diseminación e na epidemioloxía das mesmas a través do estudo das 
función fisiolóxicas máis alá do seu papel actual coñecido. 
A tese divídese en tres capítulos. 
No primeiro estudouse a transmisión in vivo do xen dunha β-lactamasa de espectro 
extendido, blaCTX-M-32, entre diferentes especies de enterobacterias (dúas Escherichia coli e 
un Proteus mirabilis). Tamén se demostrou que unha secuencia de inserción, a IS1, 
localizada no promotor da mesma, podía actuar como regulador negativo da expresión da β-
lactamasa. 
14  Resumen 
 
  
No segundo capítulo estudouse a epidemioloxía clínica e molecular dun brote 
hospitalario causado por unha cepa epidémica de Enterobacter cloacae multirresistente que 
producía a BLEE SFO-1.  
Finalmente, no terceiro capítulo, analizouse o papel das β-lactamasas no 
metabolismo do peptidoglicano bacteriano, o que podería revelar unha función fisiolóxica 
ancestral, máis alá da resistencia ós β-lactámicos, e o mesmo tempo aportar datos acerca da 
epidemioloxía actual das mesmas. 
 
ABSTRACT 
 
This thesis is about the study of β-lactamases enzymes as a mechanism of resistance 
to antibiotics and the objectives were to investigate the factors that influence in its 
expression, in its spread and epidemiology. 
The thesis is divided in three chapters: 
In the first one it was studied the in vivo transmission of an extended spectrum β-
lactamase (ESBL), blaCTX-M-32, among different species of Enterobacteriaceae (two 
Escherichia coli and one Proteus mirabilis). Also it was described the role of insertion 
sequence IS1, located in the promotor of the ESBL, as a negative regulator of the expression 
of this ESBL. 
In the second chapter it was studied the clinical and molecular epidemiology of a 
hospital outbreak caused by an epidemic strain of Enterobacter cloacae multidrug-resistant 
that produced the SFO-1 ESBL. 
Finally, in the third chapter it was analized the role of β-lactamases in the 
peptidoglycan metabolism, that could reveal a physiological function more than the 
resistance to β-lactams, and give us data about their present epidemiology. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 
1.1. El problema de la resistencia a los antibióticos 
La situación de resistencia a los antimicrobianos está empeorando cada vez más y 
constituye un grave problema de salud a nivel mundial. En los hospitales ya existen 
infecciones causadas por microorganismos multirresistentes para los que no se dispone de un 
tratamiento adecuado, lo que prolonga el proceso infeccioso y aumenta el riesgo de 
complicaciones y la mortalidad (1). Este hecho es debido a la amplia diversidad de 
mecanismos de resistencia a los antimicrobianos y también al escaso desarrollo de nuevos 
antimicrobianos que sean capaces de combatir estos microorganismos (2, 3). Este panorama 
tan desolador se presenta mayoritariamente en los bacilos Gram-negativos (3) y, dentro de 
éstos, en la familia Enterobacteriaceae. Aunque cabe destacar que también existen 
investigaciones prometedoras en curso, como por ejemplo sobre nuevos péptidos 
antimicrobianos (4).  
Para intentar ganar esta batalla hay que actuar en diferentes frentes. Uno de ellos 
consiste en concienciar a todos los sectores que manejan los antibióticos (médicos, 
farmacéuticos, veterinarios, etc) de la importancia de un uso responsable. Además, habría 
que incrementar la investigación tanto de nuevos antimicrobianos y de inhibidores eficaces 
contra determinados mecanismos de resistencia (5), como de técnicas de diagnóstico 
mejoradas. Por otra parte, es fundamental potenciar la investigación que nos proporcione el 
conocimiento necesario para conseguir una mejor comprensión de los mecanismos de 
resistencia, sus consecuencias y los motivos de su expansión (6), temas sobre los cuales 
versa el presente trabajo. 
 
1.2. Familia Enterobacteriaceae 
Las enterobacterias pertenecen a una familia heterogénea y amplia de bacilos Gram-
negativos que constituyen el componente principal de la flora intestinal humana. En esta 
familia se incluyen tanto microorganismos patógenos como otros que sólo producen 
infecciones de forma ocasional. Algunas especies de esta familia causan enfermedades en 
humanos como neumonía, meningitis, sepsis, infecciones de heridas, infecciones del tracto 
urinario (ITU) e infecciones en el intestino. En el paciente hospitalizado las enterobacterias 
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colonizan el tubo digestivo, la orofaringe, el aparato genitourinario y la piel mientras que en 
el ambiente hospitalario pueden aislarse a partir del agua, catéteres, sondas, sueros, 
antisépticos, equipos de respiración mecánica, etc. Los microorganismos que viven en estos 
nichos hospitalarios pueden interaccionar con los pacientes hospitalizados, causando 
infecciones nosocomiales (7). 
Las enterobacterias constituyen el 50% de las bacterias con importancia clínica 
aisladas en los laboratorios de microbiología clínica. Son responsables del 50% de los casos 
de sepsis, de más del 70% de las infecciones del tracto urinario y de un significativo 
porcentaje de infecciones del tracto digestivo (7). 
Los géneros de enterobacterias que se aíslan con más frecuencia en un laboratorio de 
microbiología clínica son Escherichia y Klebsiella seguidas de Enterobacter, Citrobacter y 
las diferentes especies del grupo Proteus-Morganella-Providencia (7).  
 
1.2.1. Estructura de la pared celular en bacterias Gram-negativas  
La pared celular de las enterobacterias está formada por una bicapa lipídica conocida 
como membrana externa, que contiene proteínas tales como las porinas, formadoras de 
canales que permiten el paso de moléculas hidrofílicas no mayores de 1000 daltons (Da). Se 
localizan también en esta membrana externa los fosfolípidos y el lipopolisacárido (LPS), 
cuya región más interna, conocida como lípido A, es una endotoxina formada por ácidos 
grasos insaturados. Dicha región es la principal responsable de la menor fluidez de la 
membrana externa y de la poca permeabilidad a muchas moléculas hidrofílicas, incluyendo 
muchos antibióticos. La región de polisacáridos del LPS la forman el núcleo, también 
conocido como core al cual se ancla en la región más distal, denominada polisacárido 
específico O, cuya especificidad viene determinada por una secuencia repetitiva de azúcares, 
a menudo ramificados. Las variaciones en las ramificaciones constituyen el antígeno 
somático O. Esta porción condiciona la virulencia de las bacterias Gram-negativas 
patógenas, por lo que debe ser esencial en la interacción hospedador-huésped. Además, en la 
parte interna de la membrana externa se localiza un complejo denominado lipoproteína con 
funciones de anclaje entre la membrana externa y el peptidoglicano (PG). 
Introducción  19 
 
 
 
El PG es otro componente importante de la pared celular (Figura 1) y se encuentra 
inmerso en el espacio periplásmico, compartimento localizado entre la membrana 
citoplasmática y la membrana externa. El PG determina la forma celular de la bacteria y 
sirve de sitio de anclaje para factores de virulencia y adhesinas. Además, ayuda a la bacteria 
a llevar a cabo transformaciones morfológicas en respuesta a distintos factores y su 
fragilidad ó inestabilidad podría conducir a la lisis celular y, por lo tanto, a la muerte. Está 
constituido por una o varias monocapas formadas por repeticiones de una unidad disacárida, 
N-acetilglucosamina (G), unida mediante un enlace β-1,4 al ácido N-acetilmurámico (M), 
formando cadenas de polisacáridos. Las uniones cruzadas entre las monocapas refuerzan la 
estructura, dotándola de una estabilidad química y una resistencia mecánica que, junto con la 
membrana externa, impide la lisis en medios especialmente hipotónicos y contribuye a 
mantener la forma celular (8).  
La síntesis del PG se inicia en el citoplasma bacteriano por seis enzimas Mur 
(nombradas MurA-MurF) que catalizan la formación de uridina difosfato con N-
acetilmurámico (UDP-M) y con N-acetilglucosamina (UDP-G) (MurA y MurB) y después 
añaden los cinco aminoácidos en el UDP-M (MurC a MurF). La secuencia peptídica varía 
dependiendo de la especie bacteriana pero termina siempre en D-alanina-D-alanina. La 
molécula soluble, UDP-M-pentapéptido, se asocia a la membrana bacteriana debido a la 
acción de MraY, una proteína transmembrana que cataliza su unión a un fosfolípido. Sobre 
esta molécula, que se conoce como Lípido I, actúa posteriormente MurG, una transferasa que 
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FIGURA 2: Esquema del mecanismo de los eventos de 
transglicosilación y transpeptidación. Figura adaptada de 
Macheboeuf y col (9) 
Transpeptidación
Transglicosilación
añade un grupo soluble UDP-G. Con estas reacciones se finaliza la síntesis del Lípido II, el 
precursor disacarídico para la biosíntesis del PG y sustrato para las proteínas fijadoras de 
penicilina (PBPs). En este punto el Lípido II continúa en el citoplasma, siendo necesario su 
transporte a la membrana interna por una serie de proteínas. Una vez en la membrana 
interna, el Lípido II es polimerizado y entrecruzado por las PBPs (9, 10). 
La familia de proteínas 
conocida como PBPs son las 
responsables del montaje, el 
mantenimiento y la regulación de las 
características de la estructura del PG. 
Las PBPs catalizan la polimerización 
de la cadena de glicano 
(transglicosilación) y la unión entre 
las cadenas de glicano, mediante la 
transpeptidación de los aminoácidos 
(Figura 2). Algunas PBPs pueden 
hidrolizar la última D-alanina del 
pentapéptido (DD-
carboxipeptidación) o hidrolizar el 
enlace peptídico que conecta dos 
cadenas de glicanos (endopeptidación) 
(11). La actividad carboxipeptidasa explica que en el PG maduro existan tetrapéptidos y 
tripéptidos. Estas proteínas están ancladas en la membrana interna con sus sitios activos 
orientados hacia el espacio periplásmico. Hay dos grupos de PBPs, las PBPs de bajo peso 
molecular y las de alto peso molecular, cada una de ellas se divide en 3 clases en función de 
la similitud de su secuencia aminoacídica. Con la excepción de una proteína que se ha 
descrito como zinc dependiente, las restantes proteínas conocidas pertenecen al grupo de 
proteínas serina dependientes. El motivo de que estas proteínas reciban la denominación de 
proteínas fijadoras de penicilina, es debido a que son modificadas covalentemente por las 
penicilinas en su sitio activo de serina, provocando su inactivación con una unión bastante 
estable comparada con la que forman las β-lactamasas, quedando la bacteria privada de sus 
funciones esenciales (11). 
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Vesículas de 
membrana externa
FIGURA 3:  Mecanismos de intercambio genético. Figura adaptada de Andersson y col  
2010 (1)
1.3. Propagación de la resistencia 
1.3.1. Mecanismos de intercambio genético: 
Existen cuatro formas de captación de material genético en bacterias: 
 
 
1.3.1.1. Transformación 
Se define como la adquisición de ADN (Ácido desoxirribonucleico) por parte de una 
célula a partir de ADN libre en el ambiente. Una vez dentro de la bacteria el ADN podrá 
mantenerse como tal cuando se trate de un elemento autónomo, o bien integrarse en el 
genoma del huésped por recombinación. Para que este proceso tenga lugar, es necesario que 
las células sean competentes, entendiendo el estado de competencia como aquel en el que las 
bacterias permiten que el ADN se una a su superficie y penetre en el interior de la célula 
favoreciéndose la adquisición de nuevos genes. La eficiencia de la transformación depende, 
en la naturaleza, de la existencia de proteínas de membrana que permitan la incorporación de 
ADN al interior celular.  
22  Introducción 
 
  
1.3.1.2. Transducción 
Durante la transducción un bacteriófago transfiere los genes entre bacterias 
compatibles. Es el método más restringido y específico, ya que la interacción entre el 
bacteriófago y el receptor bacteriano va a determinar el rango del huésped. Clínicamente, 
sólo tiene importancia en la transmisión de genes de resistencia de cocos Gram-positivos, 
fundamentalmente S. aureus (12). 
 
1.3.1.3. Conjugación 
La conjugación es la vía principal de diseminación de genes de resistencia entre las 
poblaciones bacterianas. Éste es el mecanismo de intercambio de genes más importante entre 
las bacterias Gram-negativas. Para que se produzca es imprescindible que las bacterias estén 
en contacto directo entre sí y por la tanto es muy frecuente que ocurra entre bacterias que 
comparten nicho biológico. En los microorganismos Gram-negativos participa en el proceso 
un “pilus conjugativo” a través del cual se produce el intercambio de material genético (13, 
14). 
 
1.3.1.4. Transmisión a través de vesículas de membrana externa 
Este mecanismo de intercambio genético es el más novedoso y su implicación en la 
diseminación de genes de resistencia a antibióticos ha sido descrita recientemente (15). Las 
vesículas de membrana externa (OMVs) son nanovesículas esféricas con un diámetro de 
entre 20 y 200 nm. Estas OMVs transportan lípidos y proteínas y también son capaces de 
transportar ADN de doble cadena, lo cuál se demostró en un ambiente microbiológicamente 
complejo como es el rumen (16). Además también se ha descrito la transferencia de genes de 
virulencia desde E. coli O157:H7 a otras bacterias entéricas sugiriendo que las OMVs 
podrían actuar como un sistema de transferencia de material genético de unos 
microorganismos a otros (17). Más recientemente, en el año 2011, se describió como un 
sistema de transferencia con impacto clínico al estar implicado en la diseminación de genes 
de resistencia a antibióticos, concretamente a carbapenémicos, en la bacteria Acinetobacter 
baumannii (15).  
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1.3.2. Elementos de transferencia horizontal en enterobacterias 
El principal factor que ha favorecido la aparición de microorganismos 
multirresistentes tanto en bacterias Gram-negativas, como en Gram-positivas es la 
transferencia horizontal de genes (18) a través de diferentes elementos móviles que 
detallamos a continuación. 
 
1.3.2.1. Plásmidos 
Los plásmidos son moléculas autorreplicables de ADN extracromosómico que se 
componen de una región constante que contiene los genes responsables de funciones 
esenciales como la replicación, el mantenimiento y la transferencia y una región variable 
donde se localizan los genes responsables de funciones adaptativas. Los genes que contienen 
no son imprescindibles para la supervivencia de la bacteria pero le confieren ventajas 
evolutivas. Los plásmidos clásicos son circulares y de doble cadena, y su tamaño varía desde 
una hasta varios cientos de kilobases (Kb). 
La clasificación de los plásmidos se ha realizado en base a diferentes criterios como 
el número de copias, el rango de hospedador, el grupo de incompatibilidad y su capacidad de 
transferencia entre las células. Esta última característica permite diferenciar entre plásmidos 
conjugativos (transmisibles por ellos mismos) y plásmidos movilizables (transmisibles sólo 
en presencia de funciones conjugativas adicionales). El evento de conjugación está mediado 
por plásmidos conjugativos que portan un conjunto de genes tra que son los responsables de 
que se produzca la conjugación de la bacteria que los hospeda con la receptora. Los 
transconjugantes obtenidos adquieren las propiedades de la bacteria donadora. La 
persistencia y evolución de estos elementos se ve favorecida por la presencia de genes que 
confieren resistencia a diversas familias de antibióticos (β-lactámicos, quinolonas, 
tetraciclinas, aminoglucósidos u otros), a metales pesados (mercurio, arsénico o plata) y/o 
genes que codifican la producción de factores de virulencia (19). 
El número de copias de un plásmido puede variar, dependiendo del tipo, desde una 
sola copia hasta centenares por célula.  
Los plásmidos pueden tener distinto rango de hospedador, lo que determina su 
diseminación en diferentes especies (20). Algunos plásmidos pueden presentar un rango de 
huéspedes muy reducido, mientras que otros son capaces de transferirse y replicarse en un 
gran número de especies bacterianas. Una bacteria puede contener más de un plásmido, pero 
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no todos los plásmidos pueden coexistir en una misma célula: existe una incompatibilidad 
plasmídica. En esta característica de incompatibilidad están las bases para la clasificación 
inicial de algunos plásmidos que aún es utilizada hoy en día. Se han definido grupos de 
incompatibilidad para los plásmidos de los miembros de la familia Enterobacteriaceae (27 
grupos), Pseudomonas (14 grupos), y para estafilococos (18 grupos) (14). 
 
1.3.2.2. Secuencias de inserción 
Las secuencias de inserción (IS) son elementos genéticos constituidos por secuencias 
cortas de ADN que codifican la síntesis de una transposasa y están flanqueadas por 
secuencias repetidas e inversas (IR). La información depositada en la base de datos 
“ISfinder” (http://www-is.biotoul.fr/is.html) demuestra la gran diversidad de IS, su 
distribución y ubicuidad en plásmidos y genomas ya secuenciados. Actuando como 
secuencias homólogas repetitivas, estos elementos están implicados en deleciones, 
inversiones o reorganizaciones del genoma bacteriano. El grupo mayoritario de IS se 
caracteriza por poseer una secuencia aminoacídica conservada de tipo DDE e incluir 
numerosas familias (21). Las de la familia IS110, a la cual pertenecen ISEcp1, IS1111 e 
IS5075 parecen ser recombinasas sitio-específicas mientras que los sitios activos para otras 
IS no han sido identificados. 
Otro grupo de IS más inusual lo constituyen los elementos ISCR que presentan 
semejanzas con la familia IS91 tanto en estructura como en función. Difieren de las clásicas 
IS en que sus secuencias terminales son diferentes, en lugar de ser secuencias invertidas 
repetidas. Además, a sus transposasas les falta el motivo aminoacídico DDE y no generan en 
su inserción secuencias repetidas. Hasta ahora hay 19 miembros que pertenecen a la familia 
ISCR que se pueden encontrar en la página web: http://medicine.cf.ac.uk/infect-
immun/research/infection/antibacterial-agents/iscr-elements/ y, la mayoría de ellas, se han 
hallado acompañando a genes de resistencia antibiótica (22, 23). 
 
1.3.2.3. Transposones 
Los transposones son segmentos de ADN de mayor tamaño que las secuencias de 
inserción, capaces de insertarse en múltiples lugares del ADN diana. Contienen el gen de la 
transposasa, responsable de su movilización y uno o varios genes entre los que se encuentran 
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los de resistencia a antibióticos. Se han definido cuatro clases de transposones en 
enterobacterias según sus características estructurales y su mecanismo de transposición: a) 
transposones compuestos o transposones de clase I, b) transposones de clase II, c) 
transposones de la familia Tn5090-Tn7 y d) transposones conjugativos, siendo las tres 
primeras clases las que se encuentran con mayor frecuencia en Enterobacteriaceae: 
a) La estructura de los transposones de clase I o transposones compuestos consiste 
en dos copias de una secuencia de inserción con la misma o distinta orientación, que 
flanquean un número variable de genes con diferentes funciones, principalmente de 
resistencia a antibióticos o funciones catabólicas, y que contribuyen a la transposición (24).  
b) Los transposones de clase II son los más prevalentes en enterobacterias y están 
compuestos por una transposasa, una resolvasa, un fragmento de ADN de tamaño variable, 
todo ello flanqueado por dos IRs. Dentro de estos transposones se han definido dos 
subgrupos dependiendo de la orientación de la transposasa y resolvasa. Se encuentran los 
derivados de Tn3, cuya transposasa y resolvasa se transcriben en dirección opuesta, y los 
derivados de Tn21 en los que estos genes se transcriben en la misma dirección.  
c) Entre los transposones de la familia Tn5090-Tn7 se engloba el transposón 
mercurial Tn5090. Se caracterizan por un mecanismo de transposición replicativa en dos 
pasos que incluye la formación de cointegrados y su resolución en un sitio res. Se 
diferencian de los transposones Tn3 en que la formación de cointegrados requiere la acción 
de varios genes en lugar de uno solo (25). 
d) Los transposones conjugativos (CTn) engloban elementos genéticos muy 
diversos que también se conocen como “elementos integrativos-conjugativos” con capacidad 
de autotransferencia e integración en el cromosoma bacteriano y, menos frecuentemente, en 
plásmidos. Los CTn han sido implicados en la diseminación de resistencia a antibióticos, 
principalmente tetraciclina y macrólidos. Se han identificado en una gran variedad de 
microorganismos Gram-positivos y Gram-negativos aunque su frecuencia es mucho mayor 
entre los primeros. El representante más emblemático de este grupo es Tn916 (confiere 
resistencia a tetraciclina), inicialmente identificado en Enterococcus faecalis y 
posteriormente en Enterobacteriaceae y Pseudomonas (26).  
Las consecuencias de la adquisición de un transposón o una IS pueden ser muy 
serias y devastadoras. Sin embargo, a veces puede conferir ventajas debido al efecto que 
determinadas inserciones pueden proporcionar para combatir los antibióticos (18). 
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1.3.2.4. Integrones 
Los integrones son elementos dinámicos que contienen los determinantes genéticos 
de los componentes de un sistema de recombinación específica de sitio que es capaz de 
reconocer, capturar y expresar genes en cassettes que son elementos móviles que consisten 
en un gen carente de promotor (típicamente de resistencia a antibióticos o desinfectantes) y 
un sitio de recombinación específica (27). 
La estructura mínima de un integrón incluye el gen int que codifica una integrasa de 
la familia de las tirosina-recombinasas, un sitio primario de recombinación (attI) y un 
promotor (Pc), que asegura la expresión de los genes cassettes. Estos elementos están 
situados en el segmento 5´conservado (5´CS). Algunos tipos de integrones presentan una 
región 3´conservada (3´CS), constituida por un gen de resistencia a compuestos de amonio 
cuaternario (qacEΔ1), un gen de resistencia a sulfamidas (sul1) y una secuencia de función 
desconocida (orf5). Se han descrito una gran variedad de genes cassettes. Su localización y 
su número dentro de los integrones es muy variable debido a deleciones, reorganizaciones o 
inserciones. 
Podemos clasificarlos en dos grandes grupos, a) integrones móviles, que codifican 
con frecuencia genes de resistencia a antibióticos y son los más relevantes a nivel clínico y 
b) el de los integrones presentes en el cromosoma bacteriano (también denominados 
superintegrones), sólo esporádicamente asociados a determinantes de resistencia (28, 29). 
Dentro de los integrones móviles, los de clase I son los más prevalentes en aislamientos 
clínicos y se hallan altamente asociados con bacilos Gram-negativos multirresistentes.  
 
1.4. Antibióticos β-lactámicos 
 
1.4.1. Aspectos generales y mecanismo de acción 
Los antibióticos β-lactámicos constituyen la familia más numerosa de 
antimicrobianos y la más utilizada en la práctica clínica. La importancia del descubrimiento 
de Alexander Fleming en 1928 del primer antibiótico de éxito terapéutico producido por el 
hongo Penicillium notatum, significó el inicio de la edad de oro de los antimicrobianos. La 
Penicilina G (bencilpenicilina) comenzó a usarse en la clínica en 1942, revolucionando el 
tratamiento de las enfermedades infecciosas en la primera mitad del siglo XX (30). En la 
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actualidad, muchos años más tarde, los β-lactámicos siguen siendo los antimicrobianos más 
prescritos, tanto a nivel comunitario como en los hospitales, debido a que tienen un amplio 
espectro bacteriano y presentan baja toxicidad en humanos (31). La presencia de un anillo β-
lactámico define químicamente a esta familia de antibióticos y es esencial para la actuación 
del antibiótico, pero aislado carece de actividad antimicrobiana y necesita ser activado por 
otros radicales para unirse a las PBPs, las dianas donde ejerce su acción. La naturaleza de los 
radicales esenciales que se unen al anillo β-lactámico define las diferentes clases de 
antibióticos β-lactámicos. Lo habitual es que se unan anillos heterocíclicos, es decir 
formados por distintos átomos. Además, estos esqueletos básicos formados por los anillos 
pueden unir diferentes cadenas laterales lineales o cíclicas en las distintas posiciones que 
admiten sustitución química, que varían según los núcleos. Estas cadenas laterales 
complementan, a veces de forma muy importante, las características antimicrobianas, el 
espectro, la actividad, su resistencia a β-lactamasas y las farmacocinéticas (32). 
La unión β-lactámico-PBP inhibe o disminuye la formación de enlaces entre las 
cadenas de PG, que junto con la liberación de autolisinas hace que la bacteria acabe 
lisándose (33). 
 
1.5. Mecanismos de resistencia a los antibióticos β-lactámicos 
Las bacterias pueden desarrollar resistencia a los β-lactámicos por varios 
mecanismos, que en ocasiones se encuentran asociados. Los mecanismos implicados pueden 
ser los siguientes (34) (Figura 4): 
1.5.1. Modificación de las dianas 
Las alteraciones en las PBPs pueden implicar una pérdida de afinidad por los β-
lactámicos con la consiguiente disminución de su actividad (35). Este mecanismo afecta 
fundamentalmente a cocos Gram-positivos. Un ejemplo de estas modificaciones es la PBP2a 
presente en Staphylococcus aureus resistentes a meticilina. La PBP2a está codificada por el 
gen mecA y se adquiere a través de transferencia horizontal. También se encuentran estas 
alteraciones en las PBPs de los Enterococcus spp. que son naturalmente resistentes a 
antibióticos β-lactámicos debido a la presencia de una PBP con baja afinidad por la 
penicilina y sus análogos. Un ejemplo concreto de este caso lo encontramos en Enterococcus 
faecium con PBP5fm, cuya sobreproducción puede conducir al microorganismo al desarrollo 
de altos niveles de resistencia (9, 35).  
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1.5.2. Alteraciones de la permeabilidad 
En los microorganismos Gram-positivos la única barrera que se opone a la entrada 
del antibiótico es el PG, que normalmente es permeable a los β-lactámicos. En cambio, en 
los microorganismos Gram-negativos, la membrana externa supone una barrera adicional. En 
condiciones normales estos antibióticos penetran a través de la membrana externa de las 
bacterias Gram-negativas gracias a canales proteicos específicos llamados porinas. Las 
porinas son proteínas que forman canales llenos de agua embebidos en la membrana externa 
que regulan la entrada de algunos elementos, generalmente compuestos hidrófilos y de 
pequeño tamaño, entre ellos la mayoría de los β-lactámicos. Los cambios en su número, 
conformación, o pérdida total pueden llevar a que la membrana externa no permita el paso de 
estos agentes al espacio periplasmático, lo que está determinado por mutaciones en genes 
cromosómicos. Se ha descrito la reducción en la cantidad de porinas como un factor 
importante que contribuye a la resistencia a imipenem en Enterobacteriaceae. Esta 
resistencia es muy preocupante en la actualidad ya que muchas de estas cepas ya sólo 
presentan sensibilidad a antibióticos carbapenémicos. Las principales porinas cuya 
FIGURA 4: Esquema de la composición de la pared celular de las bacterias 
Gram-negativas y de los diferentes mecanismos de resistencia a β-lactámicos. Figura 
adaptada de Llarrull y col, 2010 (34). a) Modificación de las dianas, b) alteraciones de 
la permeabilidad, c) sistemas de expulsión y d) producción de enzimas hidrolíticas 
 
a) 
b) 
c) 
d) 
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disminución, junto con la presencia de β-lactamasas, provocan resistencia a imipenem son la 
OmpK35 y la OmpK36 en Klebsiella pneumoniae y la OmpC en E. coli, E. cloacae, 
Enterobacter aerogenes y Citrobacter freundii (36). Hay numerosos casos en los que se 
describe la disminución de sensibilidad a antibióticos carbapenémicos cuando la pérdida de 
porinas se combina con la presencia de distintas β-lactamasas (37-39). 
 
1.5.3. Sistemas de expulsión 
Las bombas de expulsión son complejos enzimáticos de membrana, que expulsan 
detergentes y sustancias anfipáticas de la célula que de otra manera podrían dañar a la 
bacteria. Entre las sustancias que son capaces de expulsar también se encuentran los 
antibióticos. Para ello, utilizan la hidrólisis de ATP o un mecanismo de contra-transporte 
iónico como sustrato energético. Los genes que codifican estas bombas de expulsión se 
encuentran en el cromosoma bacteriano y tienen una disposición y estructura conservada, así 
como una expresión estrictamente regulada. El principal papel de este mecanismo es 
mantener bajas las concentraciones de sustancias tóxicas dentro de la célula (40, 41). Muchas 
veces se producen mutaciones que conducen al incremento de la expresión de bombas que 
expulsan antibióticos (42). En E. coli y E. cloacae se ha descrito el sistema de expulsión 
AcrAB-TolC, donde TolC es una porina compartida con otros sistemas exportadores 
celulares (43). 
 
1.5.4. Producción de enzimas β-lactamasas 
Actualmente las β-lactamasas están ampliamente distribuidas tanto en bacterias 
Gram-negativas como en bacterias Gram-positivas e inactivan a las penicilinas y a las 
cefalosporinas a través de la hidrólisis del anillo β-lactámico. Este tema es desarrollado con 
más detalle en los siguientes apartados. 
 
1.6. β-lactamasas 
La hidrólisis enzimática es el mecanismo de resistencia mayoritario frente a los 
antibióticos β-lactámicos en las bacterias Gram-negativas causantes de infecciones, y está 
causada por la presencia de β-lactamasas en el espacio periplásmico. El grado de resistencia 
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que generan estas enzimas se correlaciona con su concentración, afinidad por los diferentes 
β-lactámicos y sus propiedades hidrolíticas (7). 
 
1.6.1. Clasificación general 
Se han propuesto diferentes esquemas de clasificación de β-lactamasas en función de 
la estructura y de la función de la proteína. La clasificación molecular, también conocida 
como clasificación de Ambler, es la más sencilla y menos controvertida ya que está basada 
en las secuencias aminoacídicas. Esta clasificación divide a las β-lactamasas en enzimas de 
clase A, C y D que necesitan un aminoácido de serina para llevar a cabo su actividad 
hidrolítica y en enzimas de clase B, llamadas metaloenzimas, que requieren un ión de Zinc 
divalente (44).  
Otra clasificación es la funcional de Bush y Jacoby (45) que relaciona las enzimas con su 
patrón de resistencia e inhibición siendo más útil a nivel clínico y microbiológico ya que 
refleja la resistencia selectiva a diferentes clases de antibióticos β-lactámicos y diferentes 
patrones de inhibición. Esta clasificación es la más utilizada y distingue tres grupos (Tabla 
1): 
Grupo 1: cefalosporinasas. Este grupo corresponde a la clase C de Ambler e incluye 
enzimas codificadas en el cromosoma y plásmidos, principalmente, de muchas 
Enterobactericaceae con actividad cefalosporinasa que no son inhibidas por 
inhibidores de β-lactamasas como el ácido clavulánico.  
Grupo 2: serina β-lactamasas. Este grupo incluye enzimas pertenecientes a las 
clases A y D de Ambler. Es un grupo heterogéneo de enzimas de amplio espectro de 
sustrato (penicilinas, cefalosporinas, oxacilinasas y carbapenemasas) inhibidas por 
inhibidores clásicos de β-lactamasas (ácido clavulánico, tazobactam). Se divide en 
diferentes subgrupos, uno de los cuales (2be) incluye las β-lactamasas de espectro 
extendido (BLEE). 
Grupo 3: metalo-β-lactamasas (MBLs). Corresponde a la clase B de Ambler que al 
requerir el átomo metálico de Zn+2, se inhiben por agentes quelantes como el EDTA. 
A diferencia de otras carbapenemasas, no son inhibidas por el ácido clavulánico y no 
hidrolizan monobactámicos. 
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CphA, Sfh-1Hidrólisis de carbapenemasSíNoCarbapenemasB3 b
IMP-1, VIM-1, CcrA, IND-1, 
L1, CAU-1, GOB-1, FEZ-1
Hidrólisis de amplio espectro 
que incluye carbapenemasas
pero no monobactámicos
SíNoCarbapenemasB3 a
KPC-2, IMI-1, SME-1Hidrólisis elevada de 
carbapenemas, oxiimino-
beta-lactámicos y 
cefamicinas
NoVariableCarbapenemasA2 f
CepAHidrólisis de cefalosporinasNoSíCefalosporinas 
1ª-4ªgeneración
A2 e
OXA-23, OXA-48Hidrólisis de cloxacilina, 
oxacilina y carbapenemas
NoVariableCarbapenemasD2 df
OXA-11, OXA-15Hidrólisis de cloxacilina, 
oxacilina y oxiimino-beta-
lactámicos
NoVariableCefalosporinas 
1ª-4ªgeneración
D2 de
OXA-1, OXA-10Hidrólisis elevada de 
cloxacilina y oxacilina
NoVariableCloxacilinaD2 d
RTG-4Hidrólisis elevada de 
carbenicilina, cefepima y 
cefpiroma
NoSíCarbenicilina, 
cefepima
A2 ce
PSE-1, CARB-3Hidrólisis elevada de 
carbenicilina
NoSíCarbenicilinaA2c
TEM-50Hidrólisis elevada de 
oxiimino-beta-lactámicos y 
resistencia a CLAV
NoNoCefalosporinas 
1ª-4ª
generación, 
monobactam
A2 ber
TEM-30, SHV-10Resistentes a CLAV, 
Sulbactam y TZB
NoNoPenicilinasA2 br
TEM-3, SHV-2, CTX-M-15, 
PER-1, VEB-1
Hidrólisis elevada de 
oxiimino-beta-lactámicos 
(CTX, CAZ, CZT, PM, AZT)
NoSíCefalosporinas 
1ª-4ª
generación, 
monobactam.
A2 be
TEM-1, TEM-2, SHV-1Hidrólisis similar de 
bencilpenicilinas y de 
cefalosporinas.
NoSíPenicilinas, 
cefalosporinas 
de 1ª generación
A2 b
PC1Mayor hidrólisis de 
bencilpenicilinas que 
cefalosporinas.
NoSíPenicilinasA2 a
GC1, CMY-37Hidrólisis incrementada de 
ceftazidima y de otros 
oxiimino-beta-lactámicos
NoNoCefalosporinasC1e
AmpC, P99, ACT-1, CMY-2, 
FOX-1, MIR-1, GCC1, 
CMY-37
Mayor hidrólisis de 
cefalosporinas que de 
bencilpenicilinas. Hidrólisis 
de cefamicinas.
NoNoCefalosporinasC1
EDTACLAV/TZ
β-lactamasasCaracterísticasInhibidos por:Sustrato 
preferencial
Ambler
(1980)
Bush-
Jacoby 
(2010)
Tabla 1: Clasificación molecular y funcional de las β-lactamasas, Ambler, 1980 (44); Bush 
y Jacoby, 2009 (45). 
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FIGURA 5. Esquema simplificado del alineamiento de diferentes β-
lactamasas y PBPs. Pm: Peso molecular. Figura modificada de Massova
y col (46)
β-lactamasas clase D
PBPs clase A, alto Pm
PBPs clase B, alto Pm
β-lactamasas clase A
PBPs clase C, bajo Pm
β-lactamasas clase C
PBPs clase B, bajo Pm
β-lactamasas clase B
PBPs clase A, bajo Pm
PBPs clase C, alto Pm
Primordial PBP
1.6.2. Origen de las β-lactamasas 
Es ampliamente aceptado que las β-lactamasas evolucionaron a partir de PBPs 
ancestrales implicadas en la biosíntesis y el mantenimiento del PG bacteriano. Gracias a la 
disponibilidad de gran cantidad de secuencias, tanto de PBPs como de β-lactamasas, se ha 
podido realizar un análisis para intentar describir la relación evolutiva entre ellas. La 
afirmación de que fueron pasos evolutivos independientes los que dieron lugar a las 
diferentes clases de β-lactamasas está adquiriendo mayor fuerza, debido a algunos estudios 
de función y de comparación 
estructural. Aunque en 
principio no se tenía muy 
clara la evolución de las β-
lactamasas de clase B, 
debido a que son zinc 
dependientes y no poseen el 
átomo de serina, se realizó la 
comparación de su estructura 
con las de las otras clases y 
sorprendentemente se 
observó que las estructuras 
de las enzimas consistían en 
la presencia de dos 
subdominios con un pliegue 
similar. Este hecho determinó un posible origen común de todas las β-lactamasas a partir de 
una PBP ancestral primordial, tal como se muestra en la Figura 5 (46). Además, también se 
han encontrado cambios estructurales que supuestamente han desembocado en la pérdida de 
las actividades enzimáticas propias de las PBPs y en la adquisición de las funciones que 
poseen actualmente las β-lactamasas (47). Se ha sugerido que antiguamente la secreción de 
proteínas PBP funcionó como un mecanismo de defensa ante la presencia de antibióticos β-
lactámicos en el medio. La mejora de este mecanismo de detoxificación habría dado lugar a 
enzimas específicos sin actividad transpeptidasa pero capaces de hidrolizar a los antibióticos 
β-lactámicos. Sin embargo, hay escasas evidencias experimentales que demuestren actividad 
β-lactamasa residual (48). 
 
Introducción  33 
 
 
1.6.3. β-lactamasas de espectro extendido (BLEE) 
Las BLEE incluyen enzimas pertenecientes a la clase A de Ambler y, 
funcionalmente, al grupo 2be y enzimas de la familia OXA que pertenecen a la clase D de 
Ambler y al grupo funcional 2de (Tabla 1). Se clasifican según su secuencia de aminoácidos 
en diferentes familias. Aunque existen diferencias en la prevalencia de las distintas familias, 
las mayoritarias son las de tipo TEM, SHV y CTX-M, seguidas de OXA, PER y VEB. Otras 
BLEE aisladas menos frecuentemente son SFO, TLA, GES, IBC y BEL. Estas enzimas 
derivan de genes cromosómicos que han sufrido mutaciones, movilización e integración en 
diferentes estructuras genéticas, siendo la mayoría de ellas codificadas por plásmidos (49). 
Una definición usada frecuentemente para las BLEE es que son enzimas β-lactamasas 
capaces de conferir resistencia bacteriana a penicilinas, cefalosporinas de primera, segunda y 
tercera generación y aztreonam (pero no a cefamicinas o carbapenemes), por hidrólisis de 
estos antibióticos y que son inhibidos por inhibidores de β-lactamasas como el ácido 
clavulánico (45, 49). 
La primera β-lactamasa codificada en un plásmido en bacterias Gram-negativas fue 
la TEM-1, descrita en 1965 en una cepa de E. coli aislada a partir de un hemocultivo de una 
paciente en Grecia (50). Debido a su naturaleza plasmídica, esta enzima pronto se expandió a 
otros miembros de la familia Enterobacteriaceae, Haemophilus influenzae, Neisseria 
gonorrhoea y Pseudomonas aeruginosa. Al mismo tiempo, otra enzima β-lactamasa 
codificada en un plásmido, SHV-1, fue encontrada en K. pneumoniae y en E. coli. El 
hallazgo de estas enzimas que destruyen penicilina dió lugar al desarrollo de nuevos 
antibióticos β-lactámicos estables ante la presencia de las β-lactamasas TEM-1 y SHV-1, las 
oxiimino-cefalosporinas. Sin embargo, la resistencia a estos antibióticos también acabó 
apareciendo; la primera β-lactamasa con habilidad para hidrolizar estos compuestos fue 
descrita en 1985 a partir de un aislado de K. pneumoniae en Alemania y fue denominada 
SHV-2. Debido a que esta enzima degradaba los antibióticos β-lactámicos de “espectro 
extendido”, ésta y las que más tarde aparecerían con la misma capacidad, se designaron 
como “β-lactamasas de espectro extendido”, BLEE (51). 
El primero y a su vez más amplio subgrupo 2be, descrito en el año 1985, se originó 
por sustituciones aminoacídicas en TEM-1, TEM-2 y SHV-1 que ampliaron el espectro de 
sustratos, siendo la mayoría de ellas ceftazidimasas y sólo unas pocas cefotaximasas. Las 
BLEE de las familias TEM y SHV comprenden, al menos, 202 y 167 miembros 
respectivamente (http://www.lahey.org/Studies) y tienen una distribución mundial. 
34  Introducción 
 
  
Más recientemente se han descrito otras BLEE no-TEM y no-SHV mediadas por 
plásmidos, las ceftazidimasas de tipo PER, VEB, TLA-1 y GES entre otras y las 
cefotaximasas de tipo SFO-1, BES-1 y, sobre todo, las pertenecientes al grupo de las CTX-
M, que es el mayoritario actualmente. Las BLEE tipo CTX-M son las enzimas más 
extendidas mundialmente. Fueron descritas por primera vez a finales de la década de los 80 y 
experimentaron una proliferación muy rápida y extensa desde el año 1995 tanto en amplias 
áreas geográficas como entre un gran número de bacterias, particularmente de la familia 
Enterobacteriaceae (52). 
Las enzimas de la familia CTX-M tienen actividad hidrolítica frente a oxiimino-
cefalosporinas y aztreonam pero no frente a cefamicinas como cefoxitina y son susceptibles 
a los inhibidores de β-lactamasas (ácido clavulánico, sulbactam, tazobactam). Normalmente, 
son más activas contra cefotaxima que contra ceftazidima, pero algunas mutaciones pueden 
incrementar su actividad contra la ceftazidima. Hasta ahora se han encontrado 121 CTX-M 
diferentes, publicadas en http://www.lahey.org/Studies/other.asp. Se encuentran clasificadas, 
en función de la homología de sus respectivas secuencias aminoacídicas, en cinco grupos: 
CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 y CTX-M-25. Estas enzimas muestran tan sólo 
un 40 % de similitud con las β-lactamasas tipo TEM y SHV. Sin embargo, los genes blaCTX-M 
poseen un alto grado de similitud con los genes cromosómicos que codifican las β-
lactamasas del género Kluyvera (52). 
Hoy en día son las BLEEs más prevalentes en todo el mundo (49, 53), tanto en el 
medio intra como extrahospitalario, considerándose endémicas en Sudamérica, Europa 
mediterránea y del este y Asia (54). 
La BLEE más distribuída mundialmente es la CTX-M-15, que fue identificada 
inicialmente en un aislamiento de la India en 1999 y después se convirtió en la enzima más 
ampliamente distribuída en el mundo (54). Esta enzima muestra la característica de 
hidrolizar mejor la ceftazidima que la cefotaxima (55). 
En España el grupo de las CTX-M representa el 75 % del total de BLEEs detectadas, siendo 
las más frecuentes las de los grupos CTX-M-9 (CTX-M-9 y -14) y CTX-M-1 (CTX-M-1, -
10, -15 y -32) (56). Las CTX-M son también las BLEE más prevalentes aisladas en Galicia 
y, dentro de ellas, la CTX-M-14 y la CTX-M-15, con un porcentaje del 51 % y un 18 % 
respectivamente, son las mayoritarias en aislamientos de E. coli (57-59). 
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En el año 1991, en Turquía y, más tarde, en Francia, se hallaron oxacilinasas que 
conferían un fenotipo similar a las BLEE, pero con una inhibición por ácido clavulánico 
menor. Éstas fueron reconocidas como mutantes de β-lactamasas de tipo OXA de amplio 
espectro, la mayoría eran OXA-10. Estas variantes han sido encontradas por todo el mundo, 
incluyendo Europa, y están principalmente asociadas con P. aeruginosa (60). 
Cabe destacar también que en estudios realizados en varios países Europeos 
(incluyendo España, Italia, Grecia, Inglaterra y Canadá) se ha apreciado una tendencia 
alarmante de resistencia asociada a otras clases de agentes antimicrobianos, diferentes a los 
β-lactámicos, entre los microorganismos productores de BLEE (61). 
 
1.6.4. Dispersión de BLEE 
La dispersión tan efectiva de las BLEE a lo largo de estos años se ha producido por dos 
mecanismos, bien por diseminación de una determinada cepa (diseminación clonal) o por la 
presencia de estos genes en diferentes plataformas genéticas de transferencia horizontal 
como secuencias de inserción, transposones y plásmidos (diseminación horizontal a través de 
elementos móviles) (62). 
También se ha observado, en algunos hospitales, un cuadro epidemiológico más complejo en 
el que aparecen combinados ambos mecanismos. Recientes artículos han descrito la 
presencia de diseminación clonal de al menos 5 cepas diferentes de Klebsiella productoras de 
BLEE en el mismo servicio y al mismo tiempo. Además, miembros de un mismo clon 
podrían portar diferentes plásmidos (que codifiquen diferentes genes de BLEE) y cepas no 
relacionadas epidemiológicamente podrían producir la misma BLEE debido a la 
transferencia del plásmido entre diferentes especies (49). 
 
1.6.4.1. Diseminación clonal 
Uno de los principales factores que intervienen en la actual prevalencia de 
enterobacterias productoras de BLEE es la diseminación clonal. El ejemplo más 
representativo es la reciente y rápida diseminación global de un clon de E. coli O25:H4-
ST131 que causó infecciones urinarias y está asociado con la diseminación pandémica del 
gen blaCTX-M-15. Este clon se ha detectado en diferentes países como Canadá, España, Francia, 
Grecia, Italia, Portugal, India, Kuwait, Nigeria y Suiza (63-65). Otros clones responsables de 
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la expansión de BLEE como E. coli-ST23, E. coli-ST10 ó E. coli-ST359 son identificados 
principalmente como productores de CTX-M-14 en España (66, 67). Estos hallazgos 
sugieren que la adquisición de clones de E. coli productores de BLEE contribuye a la 
diseminación y persistencia de las BLEE (66). 
En la especie Klebsiella también se han producido diseminaciones clonales. En 
Grecia, una cepa endémica productora de SHV-5, que apareció en la década de los 90, ha 
adquirido recientemente el plásmido que codifica la carbapenemasa VIM-1, constituyendo 
una grave amenaza y ampliando su expansión clonal a Francia (68). En Corea se ha descrito 
una amplia expansión clonal de una cepa de K. pneumoniae productora de SHV-12, 
causando problemas epidemiológicos (69). Una de las más preocupantes es la del clon 
ST258 productor de la carbapenemasa KPC. En 2006, un aislamiento extremadamente 
resistente de K. pneumoniae productor de KPC-3 emergió en Israel (70), causando un brote 
con diseminación clonal a nivel nacional. Esta cepa se describió genéticamente relacionada 
con cepas de K. pneumoniae que produjeron brotes en varias zonas de Estados Unidos (71). 
Posteriormente, este clon también fue encontrado en otras muchas zonas del mundo como 
China, Israel, Europa y América del Sur (72-76). 
Ejemplos representativos de expansión clonal en otras especies de enterobacterias 
incluyen una cepa de Enterobacter aerogenes ampliamente diseminada en hospitales 
europeos desde la década de los 90, la cual es responsable de la diseminación de TEM-24 en 
Bélgica, Francia, Portugal y España (77). Además, también se han descrito localmente 
diseminaciones clonales de cepas de P. mirabilis, Shigella sonnei, Serratia marcescens y 
Klebsiella oxytoca en Europa (66). 
 
1.6.4.2. Diseminación a través de elementos móviles, (plásmidos, transposones, 
integrones) 
La resistencia a antibióticos se incrementa rápidamente y se expande con gran 
celeridad, especialmente cuando los genes de resistencia son transferidos de forma horizontal 
por medio de plásmidos o integrones entre diferentes cepas, entre diferentes especies e 
incluso entre diferentes familias bacterianas (14, 78). 
Los genes que codifican las BLEE se localizan frecuentemente en plásmidos que han 
ido evolucionando mediante la adquisición de nuevos genes de resistencia asociados a 
diferentes elementos genéticos como secuencias de inserción, integrones o transposones, lo 
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cual podría haber acelerado la evolución de la diversidad genética y la rápida expansión de 
los genes BLEE (79). 
 
1.6.4.2.1. Diseminación plasmídica 
Actualmente, la alta prevalencia de los genes BLEE en diferentes regiones europeas 
se debe en gran medida a la transferencia horizontal de plásmidos entre clones no 
relacionados y entre clones epidémicos locales e internacionales. Los genes BLEE se han 
descrito en plásmidos de características variables en cuanto a su tamaño y en cuanto al hecho 
de que sean o no conjugativos.  
Las β-lactamasas TEM-1, TEM-2 y SHV-1, así como sus derivados, las BLEE tipo 
TEM o SHV, se han descrito en plásmidos de un tamaño que oscila entre 80 y 300 Kb, de un 
número reducido de grupos de incompatibilidad: IncC, IncFI, IncFII, IncFIB, IncHI2 y 
IncL/M (80, 81). Las BLEE tipo CTX-M se han encontrado en plásmidos del grupo IncN o 
IncL/M (CTX-M-1), IncA/C2 (CTX-M-3), IncFII (CTX-M-15), e IncHI2, IncP1-alfa o IncFI 
(CTX-M-9) (82, 83). 
Las BLEE CTX-M encontradas en aislamientos clínicos suelen estar localizadas en 
plásmidos de un tamaño variable, desde 7 Kb a 160 Kb.  
El gen TEM-1 suele coexistir en el mismo plásmido con enzimas BLEE. También se 
han encontrado asociaciones de TEM-2 con enzimas de tipo OXA-1 y de tipo SHV. Estos 
plásmidos además pueden codificar otros genes de resistencia a otros antibióticos, 
incluyendo aminoglucósidos, cloranfenicol, sulfamidas, trimetropim y tetraciclina (52). Los 
plásmidos que codifican BLEE de tipo CTX-M suelen ser transferibles por conjugación y su 
frecuencia de transferencia varía desde 10-7 a 10-2 por célula donadora (84). Esta propiedad 
explica la fácil diseminación de la mayoría de los plásmidos que portan blaCTX-M, incluso en 
diferentes países. Un ejemplo lo encontramos en la cepa E. coli O25:H4-ST131 portadora del 
gen CTX-M-15, en la que además de la dispersión clonal descrita anteriormente, también se 
ha producido una dispersión plasmídica, ya que plásmidos portadores de la blaCTX-M-15 han 
sido identificados en otros E. coli (ST405, ST354, ST28 y ST695), en una cepa de S. sonnei 
aislada en un paciente en la República Checa, en Salmonella enterica serovar Enteritidis en 
el Reino Unido y en una K. pneumoniae en España (20). Además, esta cepa, E. coli O25:H4-
ST131, es capaz de adquirir distintos plásmidos encontrándose como productora de otras 
CTX-M (CTX-M-1, CTX-M-9, CTX-M-14), aunque en mucha menor proporción (57). 
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En E. cloacae también ha sido descrita diseminación plasmídica contribuyendo por 
ejemplo a la expansión de gen blaCTX-M-15 y blaCTX-M-10 entre diferentes aislados en un 
hospital de Túnez (85) y en un hospital de Madrid (86) respectivamente. 
 
1.6.4.2.2. Secuencias de inserción, transposones e integrones 
Los genes BLEE pueden estar asociados a secuencias de inserción de distinto tipo 
(por ejemplo IS26, ISEcp1, ISCR1) y a transposones (Tn3, Tn402 entre otros) que se 
relacionan con su movilización y/o expresión (77, 87, 88). 
La secuencia de inserción IS26 fue una de las primeras reconocidas por estar 
involucrada en la adquisición de genes de resistencia. IS26 presenta la habilidad de tener un 
alto número de copias en Enterobacterias lo que facilita la captura y la adquisición de genes. 
Fue responsable de algunas de las primeras resistencias a penicilinas en bacilos Gram-
negativos debido a la captura del gen blaSHV desde el cromosoma de K. pneumoniae y su 
movilización a plásmidos, produciéndose a partir de éstos su dispersión a otros 
microorganismos (89). También se ha descrito la asociación de IS26 con distintos genes 
blaCTX-M (90, 91). 
Otro elemento de movilización importante es la secuencia de inserción ISEcp1, que 
puede actuar en la movilización y como promotor en la expresión de genes blaCTX-M. Fue 
aislada por primera vez al lado de la blaCTX-M-15 en una bacteria entérica en un hospital de 
Nueva Delhi (18, 82, 92).  
Por otro lado, la secuencia de ISCR1 se ha encontrado asociada a los genes blaCTX-M-9 
y blaCTX-M-2 (93, 94). 
Existe una relación muy estrecha entre la familia de enzimas CTX-M y diferentes β-
lactamasas cromosómicas de Kluyvera spp., y se ha demostrado que la movilización de estos 
genes cromosómicos a plásmidos estuvo ligada a la presencia de secuencias de inserción 
como la ISEcp1 o ISCR1 (95, 96). 
Con respecto a los transposones, se puede destacar que los de clase II son los más 
prevalentes en enterobacterias y, dentro de estos, se encuentran los derivados de Tn3 y de 
Tn21. Los derivados de Tn3 están asociados a la captura, expresión y diseminación de las 
enzimas tipo TEM e incluyen Tn3 y Tn2 (TEM-1) y Tn801 (TEM-2) (77). 
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Los integrones de clase 1 están diseminados ampliamente entre las especies de la 
familia Enterobacteriaceae portando frecuentemente genes que codifican resistencia a β-
lactámicos (29). Los genes BLEE se presentan localizados frecuentemente en integrones 
asociados a ISCR1, como en el caso de blaCTX-M-2 ampliamente diseminado en Sudamérica 
(97) y también en blaCTX-M-9 (94). 
 
1.6.5. Epidemiología de enterobacterias productoras de BLEE 
La epidemiología de las BLEE ha evolucionado, experimentando un dramático 
cambio a nivel mundial desde sus comienzos en los cuales predominaban las BLEE de tipo 
TEM y SHV a las de tipo CTX-M predominantes en la actualidad (98, 99). Desde principios 
de siglo, concretamente en Europa se ha producido este cambio en la prevalencia, siendo 
particularmente dominante la CTX-M-15. En algunos países las comunicaciones de 
aislamientos que producen enzimas de tipo CTX-M permanecen esporádicos, mientras que 
en Asia, gran parte de Europa y América del Sur, se ha alcanzado una prevalencia endémica. 
En los EEUU, aunque la aparición ha sido más tardía, ya se ha podido observar en un estudio 
del año 2007 la aparición de los genotipos predominantes globalmente, CTX-M-15 y -14. 
Más recientemente, datos obtenidos a partir de un estudio global de monitorización de 
tendencias de resistencia (SMART), mostraron en la región Asia-Pacífico y en 
Latinoamérica, unos porcentajes del 40 % y 30 % de E. coli y Klebsiella spp. 
respectivamente, como productores de BLEE, obtenidos a partir de pacientes con infecciones 
intraabdominales (99). En general, la prevalencia de BLEE en Europa es mayor que en 
Estados Unidos pero menor que en Asia y Sudamérica, aunque se encuentran amplias 
diferencias en los distintos países europeos (62). Parece que algunos microorganismos que 
expresan ciertas enzimas están mejor adaptados a algunas áreas geográficas. Y, si bien el 
Reino Unido sigue siendo el país europeo con una mayor prevalencia de aislados BLEE, es 
destacable que países del norte y el este de Europa, Suecia, Noruega y Alemania, que 
tradicionalmente contaban con tasas inferiores al resto de países europeos, ya se están 
igualando (62). 
Por otra parte, las BLEE de tipo TEM y SHV estaban mayoritariamente asociadas 
con brotes nosocomiales, principalmente afectaban a pacientes ingresados en UCI (unidad de 
cuidados intensivos) y era muy raro que aparecieran asociadas con infecciones adquiridas en 
la comunidad. Además, la prevalencia era más alta entre aislamientos de K. pneumoniae que 
entre aislamientos de E. coli. Los factores de riesgo incluían la estancia en UCI, cirugía 
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reciente, utilización de catéteres, tiempos prolongados de hospitalización y uso previo de 
cefalosporinas y/o aminoglucósidos (62, 100). En los últimos años, la gran mayoría de los 
aislados productores de BLEE son cepas de E. coli con CTX-M que proceden de pacientes 
de la comunidad y principalmente causantes de infecciones del tracto urinario con factores 
de riesgo asociados, como el uso previo de fluorquinolonas y la presencia de infecciones 
asociadas a cuidados sanitarios (101, 102). 
Aunque en menor proporción, también se han descrito BLEE en otros géneros de la 
familia Enterobacteriaceae diferentes a E. coli y Klebsiella spp. Hay estudios que informan 
de una prevalencia en Europa de Enterobacter, Citrobacter y Proteus por debajo del 4 % 
(103). 
En el género Enterobacter cabe destacar la existencia de una β-lactamasa 
cromosómica inducible de clase C que puede conferir resistencia constitutiva a las oxiimino-
cefalosporinas si son hiperproducidas como consecuencia de una desrepresión mutacional 
(104). Este hecho puede hacer que la detección de las BLEE en el laboratorio no se logre en 
todos los casos, conduciendo a una falsa baja detección de estas enzimas (105). 
Se han descrito a lo largo del mundo numerosos brotes causados en su mayoría por 
cepas de K. pneumoniae y E. coli (67, 106-112). Sin embargo, la epidemiología de otras 
enterobacterias es bastante desconocida debido a los pocos brotes descritos en la literatura.  
Concretamente, los brotes producidos por E. cloacae productor de BLEE a nivel 
mundial son muy escasos (113-116). Uno de ellos ha sido descrito en España, concretamente 
en Barcelona, entre Julio y Septiembre de 2005, y en él se vieron implicados siete pacientes 
ingresados en una UCI (117). 
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2. OBJETIVOS 
Los objetivos generales del presente trabajo fueron profundizar en el estudio de los 
elementos genéticos, implicados en la diseminación de los mecanismos de resistencia a 
antibióticos, entre enterobacterias productoras de BLEE en el ámbito hospitalario, estudiar 
las características epidemiológicas y moleculares de un brote hospitalario causado por E. 
cloacae, así como investigar el efecto que puede generar la presencia de las β-lactamasas en 
la fisiología bacteriana y su impacto en la epidemiología de las mismas. 
 
Se designaron los siguientes objetivos específicos para cada capítulo de este trabajo: 
 
2.1. Objetivos capítulo I: 
2.1.1. Estudiar la transmisión horizontal in vivo de una BLEE entre diferentes 
aislados de enterobacterias (dos E. coli y un P. mirabilis) obtenidos de diferentes muestras 
de una paciente que sufría infecciones del tracto urinario de repetición. 
2.1.2. Caracterizar la BLEE implicada en este evento, así como describir su entorno 
genético y su impacto en la expresión de la BLEE. 
 
2.2. Objetivos capítulo II: 
2.2.1. Analizar las bases moleculares de la resistencia a antibióticos en un aislado de 
E. cloacae epidémico en el hospital. 
2.2.2. Estudiar la epidemiología clínica y molecular de E. cloacae productor de 
BLEE, incluyendo el análisis de los factores de riesgo para la adquisición de la cepa 
epidémica. 
 
2.3. Objetivos capítulo III: 
2.3.1. Determinar la interacción entre las diferentes clases de β-lactamasas con la 
composición y organización del peptidoglicano (PG) en un modelo de E. coli. 
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2.3.2. Analizar la influencia de la expresión de distintas β-lactamasas (pertenecientes 
a los cuatro grupos moleculares distintos) sobre la fitness bacteriana (in vitro e in vivo) y la 
formación de biofilm. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3. CAPÍTULOS 
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3. CAPÍTULOS: 
3.1. Capítulo I: Diseminación interespecie de la BLEE CTX-M-32 y el papel de 
la secuencia de inserción IS1 en la reducción de la expresión del gen blaCTX-M-32 
La producción de enzimas β-lactamasas es la causa predominante de resistencia a los 
antibióticos β-lactámicos en bacterias Gram-negativas. El análisis del entorno genético de las 
BLEEs podría ayudar a explicar su diseminación, ya que diferentes elementos, tales como las 
secuencias de inserción, podrían estar involucrados en su movilización y expresión. 
En el Hospital Universitario A Coruña, en el año 2004, se describió un nuevo gen de 
codificación plasmídica, el gen blaCTX-M-32 en un aislado clínico de E.coli (118). Este gen, al 
igual que otros como blaCTX-M-15, blaCTX-M-16, blaCTX-M-19 y blaCTX-M-27, codifica una BLEE que 
tiene la habilidad de hidrolizar ceftazidima, característica inusual en las β-lactamasas de tipo 
CTX-M. Las cepas de E. coli que portan este gen suelen ser resistentes a ceftazidima, 
característica que en la CTX-M-32, se debe a la sustitución de un ácido aspártico situado en 
la posición 240 por una glicina. 
En el presente capítulo se describe la transmisión intra e interespecie del gen blaCTX-
M-32 así como su entorno genético. También se describe el papel de una secuencia de 
inserción específica en la regulación de la expresión del gen blaCTX-M-32 y, como 
consecuencia de ello, su papel en la alteración de la CMI (concentración mínima inhibitoria) 
a distintos antibióticos β-lactámicos, incluyendo la ceftazidima. 
En el estudio se incluyeron dos aislados clínicos diferentes de E. coli y un 
aislamiento de P. mirabilis del mismo paciente ingresado en diferentes ocasiones en el 
Hospital Universitario A Coruña. El primer aislamiento de E. coli productor de BLEE (EC1) 
fue recuperado a partir de una muestra de orina de este paciente que padecía una infección 
del tracto urinario (ITU) y que había sido previamente tratado con amoxicilina y ácido 
clavulánico. Dos meses más tarde, durante un nuevo episodio de ITU, se aisló una cepa de P. 
mirabilis productora de BLEE (PM1). Al mismo tiempo, también se aisló la segunda cepa de 
E. coli productora de BLEE (EC2) a partir de un frotis de piel.  
Los perfiles de sensibilidad de los aislamientos EC1, EC2 y PM1 y sus 
transconjugantes mostraron resistencia a la mayoría de los antibióticos β-lactámicos, 
exceptuando las combinaciones de β-lactámico con un inhibidor de β-lactamasas y el 
imipenem. La CMI a cefotaxima era mayor que a ceftazidima, dato que sugería la presencia 
de una enzima de tipo CTX-M. 
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La transferencia de la resistencia a antibióticos por conjugación se llevó a cabo con 
la cepa receptora E. coli XL1-Blue. La obtención de transconjugantes demostró que la 
resistencia estaba codificada en plásmidos. 
Mediante PCR con oligonucleótidos específicos de enzimas de tipo CTX-M del 
grupo 1 se detectó un gen BLEE en las cepas clínicas y en sus transconjugantes 
correspondientes y la secuenciación de los amplicones obtenidos reveló la presencia del gen 
blaCTX-M-32 en todos los casos. Mediante isoelectroenfoque se demostró que las 3 cepas 
clínicas y sus transconjugantes tenían una única banda correspondiente a una β-lactamasa 
con un punto isoeléctrico (pI) de 9 que era el correspondiente a la enzima CTX-M-32. 
Para estudiar la relación clonal entre los aislamientos de E. coli, EC1 y EC2 se llevó a cabo 
una PCR de secuencias palindrómicas repetidas extragénicas, se trata de una PCR con 
cebadores que hibridan con secuencias de ADN repetidas (rep-PCR). Mediante esta técnica 
se obtuvieron patrones de bandas diferentes, lo que sugería que no existía relación clonal 
entre ellos. Por otra parte se evaluó si los plásmidos que portaban las diferentes cepas 
estaban genéticamente relacionados mediante el análisis del polimorfismo de los fragmentos 
de restricción (RFLP), que consiste en la digestión de los plásmidos con varias enzimas de 
restricción de manera independiente. Se utilizaron las enzimas HindIII, HincII, BamHI y 
AccI, obteniéndose patrones de restricción muy similares a partir de los tres plásmidos de los 
transconjugantes TEC1, TEC2 y TPM1. Con estos resultados se pudo concluir que los 
plásmidos presentes en los diferentes aislados de Enterobacteriaceae recuperados a partir del 
mismo paciente eran en realidad el mismo.  
Se secuenció el entorno genético del gen blaCTX-M-32 para detectar la presencia de 
estructuras genéticas potencialmente capaces de movilizarlo. Para ello se realizó la clonación 
del gen BLEE mediante la digestión del plásmido con AccI y su posterior ligación en el 
vector de clonación pBGS18, transformando E. coli TG1 con la construcción resultante. Las 
células transformantes obtenidas portaban un plásmido (pAF-1-A) con un inserto de 
aproximadamente 9 Kpb que fue secuenciado parcialmente. Vale la pena destacar algunas 
características de esta secuencia, por ejemplo que la secuencia invertida repetida derecha 
(IRR) de ISEcp1B se detectó 80 pb antes del codón de comienzo ATG del gen blaCTX-M-32, tal 
como se había descrito previamente (118), pero a diferencia de lo anteriormente descrito, en 
este fragmento las secuencias promotoras (-35) y (-10) se encontraban separadas físicamente 
y, por lo tanto, modificadas por la presencia de la secuencia de inserción IS1. La IS1 estaba 
rodeada por una secuencia de 5 pb duplicada, probablemente, como resultado de un proceso 
de transposición y contenía, además, dos secuencias imperfectas de 18 pb invertidas 
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repetidas (con sólo 4 diferencias nucleotídicas presentes), la secuencia repetida izquierda 
(IRL) y la secuencia repetida derecha (IRR) rodeando a una proteína InsA-InsB que 
codificaba una transposasa y cuya integridad se sugiere que es esencial para el evento de 
transposición (119, 120). 
Para comprobar la funcionalidad del promotor del gen blaCTX-M-32 y el papel de la inserción 
de IS1 en la separación de las regiones (-35) y (-10) y como consecuencia de ello en la 
expresión del gen bla, se realizaron un conjunto de experimentos. A partir del plásmido 
pAF-1-A se obtuvo el plásmido pAF-3-A, que contenía los promotores y la secuencia IS1 
interrumpiendo los mismos. Por otro lado se obtuvo el plásmido pAF-2-A, a partir del pMC-
2 previamente descrito, que contenía los promotores intactos después de la secuencia de 
inserción IS5 y antes del gen blaCTX-M-32 (118).  
Se determinaron las CMIs a diferentes antibióticos, destacando el resultado a ceftazidima 
para los transformantes de E. coli TG1 portadores de pAF-2-A y pAF-3-A que resultaron ser 
de >256 y 4 mg/L, respectivamente. 
Por otra parte la actividad específica a nitrocefin obtenida a partir de las cepas de E. coli que 
contenían los plásmidos transformantes pAF-2-A y pAF-3-A (con el promotor intacto y 
alterado, respectivamente) fue de 1,9 ± 0,05 x 10-4 y de 8,9 ± 2,2x 10-6 μmoles s-1 por μg-1 de 
proteína de extracto celular, respectivamente. 
Además, se realizó un análisis mediante RT-PCR que corroboró estos datos mostrando una 
expresión 10 veces mayor de la blaCTX-M-32 con su promotor intacto, a partir del plásmido 
pAF-2-A, con respecto al plásmido pAF-3-A, en el que la secuencia de inserción IS1 se 
encontraba modificando la región promotora. 
Todos estos datos apoyan la hipótesis de que la inserción de la IS1 provoca una disminución 
de la expresión de blaCTX-M-32. 
En resumen, se describe la transmisión horizontal in vivo de un plásmido que codifica una 
BLEE, la CTX-M-32, entre dos aislamientos diferentes de E. coli y uno de P. mirabilis. 
Además se describe el entorno genético hallándose una secuencia de inserción, IS1, que 
funciona como regulador negativo de la expresión de la BLEE. 
(Ver publicación en anexo I) 
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3.2. Capítulo II: Aparición en España de un aislamiento clínico de Enterobacter 
cloacae multirresistente productor de la BLEE SFO-1 
A lo largo del mundo, se han descrito brotes importantes producidos por cepas de K. 
pneumoniae y E. coli productores de BLEE (106-112). Sin embargo existen escasas 
publicaciones de brotes producidos por cepas de E. cloacae productoras de BLEE (113, 115-
117, 121). Hasta la fecha de este estudio sólo se había descrito uno en España, 
concretamente en Barcelona, entre Julio y Septiembre de 2005 (117), en el que se vieron 
implicados 7 pacientes ingresados en una UCI. 
En 2006, se observó un incremento anormal de aislamientos de E. cloacae productor 
de BLEE en los pacientes del Hospital Universitario A Coruña, que presentaban un patrón de 
multirresistencia antibiótica, siendo sólo sensibles a los antibióticos carbapenémicos. Este 
hecho promovió la necesidad de realizar el presente estudio con el objetivo de analizar las 
bases moleculares de la resistencia a antibióticos así como la epidemiología clínica y 
molecular de los E. cloacae productores de BLEE, considerando los factores de riesgo para 
la adquisición de la cepa epidémica y realizando un análisis de las características clínicas y 
epidemiológicas de los pacientes afectados. 
Durante el período de estudio, entre Febrero de 2006 y Octubre de 2009, una cepa 
epidémica de E. cloacae infectó y/ó colonizó a 38 pacientes. Se desarrolló una infección en 
26 pacientes (68.4 %), siendo la del tracto urinario la más frecuente (54 %). En el momento 
del aislamiento, 17 pacientes se encontraban ingresados en una UCI, 12 en unidades de 
ingreso médicas y 8 en unidades quirúrgicas. Sólo había un paciente externo cuya infección 
fue considerada nosocomial debido a que había estado ingresado en los 9 días previos al 
aislamiento. Por lo tanto, cabe destacar, que en todos los casos la cepa fue considerada de 
adquisición nosocomial.  
Con respecto a las muestras clínicas de las cuales fueron recuperados los 
aislamientos, se trataba principalmente de muestras de orina (19 de 38) y menos 
frecuentemente de otras, presentando algunos pacientes más de una muestra positiva.  
La mortalidad total fue del 26 % (10 pacientes), pero no fue posible relacionarla 
directamente con la infección/colonización de la cepa epidémica o bien este hecho no había 
quedado reflejado en la historia clínica. 
Los aislamientos presentaban altos niveles de resistencia, siguiendo criterios del 
CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute), a diferentes familias de antibióticos, a 
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los antibióticos β-lactámicos con excepción de los carbapenémicos, a las quinolonas, a los 
aminoglucósidos y al cotrimoxazol. La interpretación para la tigeciclina con una CMI de 2, 
en ausencia de puntos de corte por CLSI, se realizó en base a las guías de EUCAST 
(European Committee on Antimicrobial susceptibility testing), y la cepa epidémica (la cual 
fue denominada como EbSF) fue clasificada como resistente a tigecilina. Estos resultados 
ponen de manifiesto el carácter multirresistente de los aislamientos, que mostraron un patrón 
de sensibilidad a antibióticos muy similar. La detección de BLEE en estos aislamientos se 
realizó mediante la determinación de la CMI a cefepime en presencia o ausencia de ácido 
clavulánico (Etest) revelándose una disminución de la CMI mayor de 3 diluciones en 
presencia de ácido clavulánico (de una CMI de más de 16 μg/ml a cefepime a 0,125 μg/ml a 
cefepime más ácido clavulánico). 
Para estudiar la relación clonal de los aislamientos implicados en el brote se llevaron 
a cabo dos técnicas, la electroforesis en campo pulsado (PFGE) y una técnica 
semiautomatizada basada en la rep-PCR. Para la realización del PFGE, el ADN genómico de 
E. cloacae fue digerido con la enzima de restricción XbaI de acuerdo con los procedimientos 
descritos (122) y se procedió a la interpretación de los resultados según los criterios de 
Tenover y colaboradores (123). La técnica de rep-PCR se realizó con el sistema 
DiversiLab® siguiendo las instrucciones del fabricante (bioMérieux, France) (124). 
El análisis mediante rep-PCR se llevó a cabo en 36 aislamientos, utilizando como 
punto de corte un coeficiente de similitud mayor al 95 %. El resultado obtenido concluía que 
se trataba de aislamientos genéticamente relacionados. Por otra parte, 25 de estas cepas 
fueron también estudiadas por PFGE, obteniéndose idénticos resultados. Sólo los 
aislamientos de E. cloacae genotípicamente no relacionados (ATCC 13874 y dos 
aislamientos clínicos no relacionados de E. cloacae), utilizados como controles, resultaron 
diferentes presentando un coeficiente de similitud menor del 95%. Cabe destacar que la 
técnica de rep-PCR había sido utilizada anteriormente como método de tipación en un 
estudio epidemiológico de E. cloacae, en el contexto de un brote detectado en el noroeste de 
España (124). 
Todos los aislados clínicos producían dos β-lactamasas con puntos isoeléctricos de 
5,4 y 7,3, que fueron identificadas por procedimientos de clonación y secuenciación, como 
TEM-1 y SFO-1, respectivamente. 
El análisis de los resultados genotípicos y fenotípicos sugería que los 36 aislamientos 
de E. cloacae estudiados habían surgido a partir del mismo clon, confirmando una expansión 
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clonal. Este dato nos permitió continuar el estudio con una sola cepa (proveniente del caso 
número 8) a la que se nombró EbSF. 
EbSF albergaba un plásmido con un tamaño aproximado de 60 Kpb (pAF-1-B), que 
se utilizó para transformar E. coli TG1, obteniéndose el transformante TG1-pAF-1-B, que 
conservaba el fenotipo BLEE.  
Se procedió a la clonación del gen BLEE, siguiendo protocolos anteriormente 
descritos (125), utilizándose para ello el plásmido pAF-1-B y obteniendo el plásmido pAF-2-
B que presentaba fenotipo BLEE, con un inserto de aproximadamente 24 Kpb. Finalmente, 
un fragmento de 10 Kpb fue secuenciado, identificándose el gen SFO-1 (también llamado 
ampA) (126). La secuenciación también reveló la presencia del gen ampR upstream de 
blaSFO-1. El entorno genético del gen bla fue secuenciado y se encontraron dos secuencias de 
IS26 rodeando el gen ampR-ampA, con sus secuencias invertidas repetidas completas, 
derecha (IRR) e izquierda (IRL). 
Las IR se encuentran situadas a la derecha e izquierda de algunos genes y pueden ser 
las dianas de eventos de transposición. El segmento completo flanqueado por dos copias de 
IS26, podría ser considerado un verdadero transposón compuesto. La secuenciación 
adicional reveló la presencia de una transposasa tniA situada upstream del gen 5´IS26 junto 
con genes implicados en la resistencia al mercurio (merA, merD y urf2). También se 
encontró un gen que codificaba una aminoglicósido acetiltransferasa (aac3) downstream de 
la 3´IS26. Se demostró la presencia del gen blaSFO-1 y se describió su entorno genético en los 
38 aislamientos de E. cloacae mediante ensayos de PCR. 
Por otro lado, se determinaron los factores de riesgo asociados con la infección o 
colonización por EbSF (cepa epidémica de E. cloacae productora de BLEE y 
multirresistente) mediante un estudio de casos y controles. Los datos fueron almacenados y 
analizados usando el programa informático SPSS versión 15.0. Se compararon 24 casos 
(pacientes colonizados o infectados entre 2006 y 2007) con 80 pacientes control en un 
estudio retrospectivo. La comparación entre los casos y controles se realizó mediante un 
análisis univariado para poder determinar las variables significativamente asociadas con la 
colonización/infección por EbSF. Las diferencias de las variables cuantitativas fueron 
comparadas usando la t de Student y las variables cualitativas fueron analizadas por el test de 
Fisher o el chi-cuadrado. El análisis multivariante incluyó todas las variables con p < 0,1 
obtenidas en el análisis univariante. Los resultados con una p < 0,05 fueron considerados 
estadísticamente significativos. Mediante la comparación de las características demográficas 
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y la comorbilidad se demostró que no había diferencias significativas en estos parámetros 
entre los casos y controles. Los factores que se encontraron asociados a 
infección/colonización producida por la cepa epidémica, mediante el análisis univariante, 
fueron los siguientes: insuficiencia renal crónica, la presencia de catéter venoso central, 
sondaje vesical, hospitalización previa, y la traqueostomía. 
La administración previa de β-lactámicos y quinolonas fue también más frecuente en 
el grupo de los infectados/colonizados. 
El análisis multivariante mostró que los factores asociados de forma independiente a 
la infección o a la colonización por EbSF fueron: insuficiencia renal crónica (odds ratio [OR] 
= 4,85, Intervalo de confianza (IC) 95 %, 1,46 a 16.08), traqueostomía (OR 7,67, IC 95 %, 
1,10 a 53,39), y hospitalización previa (OR = 3,90, IC 95 %: 1,03 a 14,75). Con respecto a 
los antibióticos, la administración previa de un antibiótico β-lactámico (ampicilina, 
cloxacilina, amoxicilina-ácido clavulánico, y piperacilina) resultó ser un factor significativo 
(OR 4,24, IC 95 %, 1,29 a 13,90) en la colonización/infección por esta cepa. 
En resumen, se describe el primer brote producido por un aislamiento de E. cloacae 
productor de la inusual BLEE SFO-1, destacando el carácter nosocomial de la cepa 
epidémica y su perfil de multirresistencia. Además cabe destacar que SFO-1 sólo había sido 
aislada previamente como un caso aislado en Japón. 
(Ver publicación en anexo II) 
 
3.3. Capítulo III: La expresión de las β-lactamasas de tipo OXA y la SFO-1 
provoca cambios en la composición del peptidoglicano y afecta a la fitness bacteriana 
La resistencia a los antibióticos es actualmente uno de los principales problemas en 
el campo de la salud pública. El mecanismo más común de resistencia a los antibióticos β-
lactámicos es la producción de β-lactamasas, enzimas que los degradan, las cuales exhiben 
gran diversidad, tanto en estructura como en función. La clasificación molecular descrita por 
Ambler es la más sencilla. Se basa en la secuencia de la proteína dividiendo a las β-
lactamasas en cuatro clases (A-D) (44). 
Las dianas de actuación de los antibióticos β-lactámicos son las PBPs que están 
implicadas en la síntesis y el procesamiento de PG (11). El PG forma una red elástica en la 
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pared celular cuyas principales funciones son resistir a la presión intracelular, evitando que 
se produzca una lisis osmótica, y mantener una forma celular definida (8). 
Se ha hipotetizado que las β-lactamasas y las PBPs evolucionaron a partir de un 
ancestro común, la PBP primordial, mediante procesos independientes y quizás en paralelo 
(46), y que cada una se especializó posteriormente en diferentes funciones. Las PBPs pueden 
exhibir diferentes actividades, pudiendo trabajar como transpeptidasas, carboxipeptidasas ó 
endopeptidasas (11) y las β-lactamasas tienen la capacidad de inactivar antibióticos β-
lactámicos por hidrólisis del anillo β-lactámico. Sin embargo, se ha descrito que una PBP, la 
PBP5 de Pseudomonas, presenta una débil actividad hidrolítica similar a la de las β-
lactamasas (48). También se ha sugerido que la β-lactamasa AmpC muestra una actividad 
residual in vivo DD-carboxipeptidasa, describiéndose un efecto sobre la tasa de crecimiento 
cuando se expresa en Salmonella (127).  
El estudio de la fitness en bacterias que expresan diferentes β-lactamasas 
proporciona un método sensible para detectar diferencias fenotípicas (128), ya que se ha 
descrito previamente que la adquisición de plásmidos con genes de resistencia a los 
antibióticos puede tener diferentes efectos sobre la fitness bacteriana (129, 130). Los 
objetivos del presente capítulo fueron determinar la interacción entre las diferentes clases de 
β-lactamasas con la composición y estructura del PG y analizar la influencia de la presencia 
de estas β-lactamasas sobre la fitness bacteriana y la formación de biofilm. 
Para llevar a cabo este trabajo, en primer lugar se construyeron clones bacterianos 
isogénicos que expresaban las siguientes β-lactamasas pertenecientes a las distintas clases 
moleculares: TEM-1, TEM-29, CTX-M-32, CTX-M-8, CTX-M-2, CTX-M-14, SFO-1 (con 
y sin la presencia del regulador AmpR) correspondientes a la clase A, VIM-1 perteneciente a 
la clase B, FOX-4 de la clase C, OXA-24 y un derivado de OXA-10 (OXA-10-like) 
correspondientes a la clase D. Todas fueron clonadas en los sitios de restricción BamHI y 
EcoRI en el vector pBGS18-pCT (pB) que contenía un promotor entero del gen CTX-M-14, 
y un gen de resistencia a la kanamicina. Las construcciones plasmídicas se emplearon para 
transformar células de E. coli MG1655 competentes (MG) obteniéndose así clones 
portadores que expresaban las diferentes β-lactamasas. 
Como control negativo se empleó E. coli MG portador del vector pB, que no 
expresaba ninguna β-lactamasa.  
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La adecuada expresión de todas las β-lactamasas se comprobó mediante la 
determinación de las CMIs a antibióticos específicos, que dependen del perfil hidrolítico de 
cada β-lactamasa. Todos los clones mostraron un perfil de sensibilidad antibiótica adecuado 
acorde con los datos publicados anteriormente, lo que demostró la correcta expresión de 
todas las β-lactamasas. 
Se realizó el estudio de la composición del PG de los aislamientos de E. coli que 
producían las distintas β-lactamasas siguiendo el protocolo descrito previamente (98). El PG 
se purificó a partir de un cultivo bacteriano realizado en LB con una densidad óptica de 1 
medido a una longitud de onda de 600 nm. Además añadimos imipenem, a una 
concentración subinhibitoria de 0,06 µg/ml al comienzo del cultivo. 
A continuación se analizó el efecto que la producción de las β-lactamasas tenía sobre 
la composición del PG. Cabe destacar que la distribución de la longitud de las cadenas de 
glicano en E. coli es extremadamente amplia y depende de la cepa, las condiciones y la fase 
de crecimiento (8). A pesar de esta variabilidad, en el presente estudio fue posible realizar 
comparaciones en la composición de PG debido a que las β-lactamasas estaban clonadas en 
el mismo vector y la extracción y el análisis del PG fueron realizados bajo condiciones 
experimentales idénticas y en tres réplicas biológicas independientes.  
No se observaron grandes diferencias cualitativas entre los componentes del PG de 
las cepas estudiadas. Sin embargo, sí que se encontraron cambios cuantitativos en las cepas 
portadoras de pB-OXA-10-like, pB-OXA-24, y pB-AmpR-SFO-1, mostrando una 
disminución en los niveles de dímeros y trímeros, muropéptidos anhidros, y pentapéptidos y 
un aumento de monómeros y muropéptidos unidos a lipoproteína. La composición de 
muropéptidos del PG en las cepas restantes era casi idéntica a la del control (MG-pB).  
Para intentar visualizar estos cambios observados en la pared celular se realizó 
microscopía electrónica de transmisión (TEM). Esta técnica ha sido utilizada previamente 
para investigar los efectos de los antibióticos sobre la pared celular, observándose cambios 
morfológicos y estructurales (131). El análisis de las imágenes obtenidas por TEM reveló 
que pese a los cambios cuantitativos de composición en el PG, en las cepas portadoras de los 
plásmidos recombinantes pB-AmpR-SFO-1, pB-OXA-10-like, pB-OXA24 y pB, no se 
observaba ningún cambio ultraestructural en la pared celular.  
Para evaluar la implicación de la presencia de las β-lactamasas en la fitness de E. coli 
se realizaron experimentos de competición, tanto in vitro como in vivo, así como curvas de 
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crecimiento. Al analizar las curvas de crecimiento, realizadas en medio rico (LB) y sin 
antibióticos, se observó que todas presentaban el mismo patrón, con una tasa de crecimiento 
similar con valores que oscilaban entre 0,021 hasta 0,023 h-1.  
Los experimentos de competición in vitro (fitness in vitro) se realizaron en un 
ambiente libre de antibióticos y el resultado de los mismos era dependiente de su fitness 
relativa. La fitness relativa se define como la eficacia de multiplicación de la cepa resistente 
(MG con las diferentes β-lactamasas), en comparación con la susceptible (MG-pB), y la 
medida se realiza mediante el cálculo del índice de competición (CI). Este parámetro se 
define como el cociente entre el número de colonias recuperadas de la cepa que porta el 
plásmido pBGS18 con una β-lactamasa y de la cepa con el plásmido pBGS18 sin la 
presencia de ninguna β-lactamasa. 
La presencia de plásmidos que codifican los genes de β-lactamasas blaCTX-M-32, 
blaCTX-M-8, blaTEM-1, blaVIM-1, blaFOX-4, y blaSFO-1 (sin la presencia de AmpR) no se asoció con 
un coste de fitness significativo in vitro. Sin embargo, se observó una disminución marcada y 
estadísticamente significativa en el índice de competición de MG que portaba los plásmidos 
recombinantes pB-AmpR-SFO-1, pB-OXA-10-like, y pB-OXA-24 (p < 0,05 en todos los 
casos). 
El mayor descenso se observó para la competición MG-pBOXA-10-like / MG-pB, 
con un CI medio de 0,3, seguido por las competiciones MG-pB-OXA-24 / MG-pB y MG-
pB-AmpRSFO-1 / MG-pB, con medias de CI de 0,43 y 0,55, respectivamente. 
Cabe destacar que aquellas β-lactamasas que mostraron cambios en la composición 
cuantitativa del PG estaban clara y directamente relacionadas con una reducción de la fitness 
en los experimentos in vitro. 
Se realizó también un modelo murino de infección sistémica para obtener una 
valoración in vivo de la fitness, ya que los datos obtenidos en un modelo animal nos acercan 
a lo que se produciría en el sitio de la infección dentro del cuerpo humano. Los resultados 
obtenidos fueron similares a los obtenidos in vitro. MG-pB-OXA-10-like y MG-pB-
AmpRSFO-1 se asociaron con un incremento significativo (p < 0,001) del coste biológico, y 
MG-pBTEM-1 y MG-pB-SFO-1 no mostraron ningún efecto, ya que los resultados de fitness 
fueron iguales al control MG (pB).  
Por último se realizaron ensayos de biofilm para evaluar si los cambios observados 
en el PG tenían efectos sobre su formación. Como resultado, se obtuvo que las cepas 
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estudiadas (MGpB, MG-pBTEM-1, MG-pBAmpR-SFO-1, MG-pBSFO1, MG-pBOXA-10-
like y MG-pBOXA-24) formaban menor cantidad de biofilm que la cepa control MG-pB. 
En resumen, se observaron cambios cuantitativos en la composición del PG en las 
cepas de E. coli expresando las siguientes β-lactamasas: la OXA-24, un derivado de OXA-10 
y la SFO-1 precedida por el gen AmpR. Además estos cambios se asociaron con una 
significativa disminución de la fitness tanto en un modelo in vivo como in vitro. 
(Ver publicación en anexo III) 
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4. DISCUSIÓN 
 
4.1. Discusión Capítulo I 
El seguimiento de los casos de pacientes con infecciones producidas por 
microorganismos portadores de BLEE es muy importante debido a su gran significado 
clínico. Las BLEE están frecuentemente codificadas en plásmidos que a su vez portan genes 
de resistencia de otras clases ó familias de antibióticos siendo, por lo tanto, las opciones de 
tratamiento de los microorganismos productores de BLEE, muchas veces extremadamente 
limitadas (49). 
A partir de diferentes muestras de orina de una paciente ingresada en nuestro 
hospital, fueron aisladas varias enterobacterias productoras de BLEE, concretamente dos 
cepas genéticamente no relacionadas de E. coli y una cepa de P. mirabilis, siendo todas ellas 
productoras de la misma BLEE, la CTX-M-32. La paciente presentaba una historia de ITUs 
recurrentes y presencia de cálculos renales, lo cual podría haber favorecido la transmisión 
del plásmido que portaba el gen blaCTX-M-32, ya que se ha descrito anteriormente el papel en la 
formación de los cálculos renales de las bacterias ureolíticas, como el P. mirabilis. La 
actividad ureasa de estas bacterias crea una orina alcalina, que causa la precipitación de 
cristales de estruvito y apatita (132, 133). Además, la producción de biofilm puede facilitar 
la supervivencia bacteriana e incrementar su virulencia, así como facilitar la transferencia de 
genes de forma horizontal (134). 
Hay pocos ejemplos descritos en la literatura que muestren transmisión in vivo entre 
microorganismos de genes BLEE. Mugnaioli y col (135) describieron una transmisión in 
vivo del gen blaCTX-M-1 entre E. coli y Citrobacter amalonaticus y Morganella morganii, lo 
cual subraya la habilidad de expansión entre diferentes especies de enterobacterias de los 
genes BLEE de tipo CTX-M. 
El análisis de la secuencia que rodea al gen blaCTX-M-32 en las cepas clínicas reveló la 
presencia de diferentes IS. La primera estaba parcialmente interrumpida por un fragmento 
del gen de la transposasa tnpA de ISEcp1. La siguiente IS que se encontró fue la IS5 
completa, la cual había sido anteriormente descrita en la región upstream de blaCTX-M-32 
(118). La secuencia de inserción IS1 fue encontrada entre la IS5 y blaCTX-M-32 con su 
secuencia completa, con todos los elementos requeridos para su función. La secuencia de 
inserción IS1 ha sido también detectada en anteriores ocasiones en la región upstream de 
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genes blaCTX-M e interrumpiendo la secuencia de inserción ISEcp1 (136). Las secuencias de 
inserción, del tipo de la IS1, son una importante fuente de plasticidad genética en procariotas 
(119, 120, 137). En el presente trabajo se muestra la primera descripción de la presencia de 
las secuencias de inserción ISEcp1 (truncada), IS5 e IS1 juntas en el mismo plásmido, en la 
región upstream de un gen blaCTX-M. Además se detectó una secuencia de 281 pb en la región 
downstream del gen blaCTX-M-32. Esta región correspondía a una parte truncada de la ORF-
477, que había sido encontrada previamente en estructuras genéticas que rodeaban a los 
genes plasmídicos blaCTX-M en aislamientos clínicos y también había sido descrita en la 
región downstream del gen blaCTX-M-3 de Kluyvera ascorbata (52, 136). 
Las CMIs a ceftazidima para los transconjugantes y transformantes que portaban el 
plásmido con el gen blaCTX-M-32, no fueron tan altas como se esperaba para la enzima CTX-
M-32, tal y como había sido descrito previamente por nuestro grupo, que se caracteriza por 
su alta hidrólisis a este antibiótico (118). Un detallado análisis de la secuencia localizada en 
la región upstream del gen blaCTX-M-32, demostró que la secuencia de inserción IS1 estaba 
localizada entre las cajas promotoras (-35) y (-10), rompiendo de este modo la funcionalidad 
de la región promotora del gen blaCTX-M-32. El análisis de los datos de RT-PCR demostró que 
la expresión del gen blaCTX-M-32 con su promotor intacto (plásmido pAF-2-A) era 10 veces 
superior con respecto al que presentaba la IS1 modificando la región promotora (plásmido 
pAF-3-A). Además, el cociente de la actividad específica relativa a nitrocefin de los 
extractos de proteína de los transformantes pAF-2-A y pAF-3-A resultó ser 20 veces mayor 
para pAF-2-A. Con estos datos, se puede inferir que la inserción en la región promotora de la 
IS1 puede ser el motivo por el que existen las diferencias en la expresión de la β-lactamasa y, 
por lo tanto, en las CMIs a ceftazidima y a otros β-lactámicos de amplio espectro. Por lo 
tanto, se concluye que las secuencias de inserción, además de contribuir a la movilización 
(24) ó a la expresión de alto nivel de los genes BLEE, como por ejemplo en los casos de 
blaCTX-M-19 (88) y de blaCTX-M-32 (118), también pueden reducir o eliminar la expresión de los 
genes que codifican β-lactamasas, debido a la interrupción de una región promotora 
específica, tal y como se describe en este estudio. 
En resumen, en el presente trabajo se describe la transmisión de un plásmido, que 
porta el gen blaCTX-M-32, entre dos géneros diferentes de enterobacterias en una paciente que 
sufría infecciones urinarias de repetición. El análisis de la secuencia de ADN que rodea el 
gen blaCTX-M-32 reveló una nueva estructura compuesta por ISEcp1, IS5 e IS1, hallándose esta 
última en la región promotora del gen blaCTX-M-32, provocando una reducción en la expresión 
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de la BLEE. Se describe la capacidad de modulación de la resistencia a antibióticos por parte 
de una secuencia de inserción, que en este caso provoca la existencia de una CMI a 
ceftazidima más baja. Además, como consecuencia de ello, la presencia de estas estructuras 
podría complicar la detección de estas enzimas de tipo CTX-M que típicamente producen 
hidrólisis de ceftazidima. 
 
4.2. Discusión capítulo II 
Este estudio es el primero en el que se describe un brote hospitalario producido por 
la diseminación clonal de un aislamiento de E. cloacae portador de la BLEE SFO-1 (EbSF). 
Se trata también, del primer hallazgo de la BLEE SFO-1 en Europa, ya que esta β-lactamasa 
había sido descrita anteriormente sólo en Japón en un caso aislado (126). 
Las opciones de tratamiento de estos pacientes son extremadamente limitadas. Los 
fármacos de elección son los antibióticos carbapenémicos (principalmente el imipenem), 
aunque su uso en exceso es un motivo de creciente preocupación (138). También la 
tigeciclina ha mostrado una buena actividad contra Enterobacter spp. productor de BLEE 
(139), aunque en este caso no puede ser usada como alternativa al tratamiento con 
carbapenemes, ya que la cepa EbSF mostraba una CMI a tigecilina de 2 μg/mL que es 
resistente según los criterios del EUCAST. Con respecto a los métodos de detección del 
fenotipo BLEE, es importante destacar que en las especies productoras de AmpC 
cromosómica como Enterobacter spp., el Etest cefepime-clavulánico es más sensible que 
otros métodos usados para E. coli y Klebsiella spp., debido a que el cefepime es un sustrato 
pobre para la β-lactamasa AmpC (104). Es muy importante recordar esta característica en la 
detección del fenotipo BLEE con el fin de alcanzar buenas prácticas en los laboratorios de 
microbiología clínica. La detección de BLEE en estos aislamientos tiene implicaciones 
clínicas importantes, ya que influye en las decisiones de una terapia apropiada y también 
determina las medidas de control de la infección como, por ejemplo, los aislamientos de 
contacto de los pacientes.  
Se llevó a cabo el estudio de la relación clonal mediante las técnicas de rep-PCR y 
PFGE, y el resultado mostró que todos los aislamientos estaban epidemiológicamente 
relacionados y probablemente se habían originado desde el mismo clon. Los resultados del 
PFGE y rep-PCR y el hecho de presentar el mismo patrón antibiótico de multirresistencia 
para todos los aislamientos de E. cloacae, nos proporcionaron las evidencias para demostrar 
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que se trataba de una expansión epidémica. Además podemos concluir que existe una buena 
correlación entre las técnicas de PFGE (considerado el gold standard para la tipación de 
bacterias con importancia clínica y la identificación de diferentes clones (140)) y la rep-PCR, 
la cual había sido previamente demostrada para E. coli (141) y otros miembros de la familia 
Enterobacteriaceae (142), pero no para E. cloacae. 
Debido a que se trata de la primera descripción de una cepa de E. cloacae productora 
de SFO-1 que causa problemas epidemiológicos, el estudio de los factores de riesgo y la 
identificación de grupos de pacientes vulnerables constituye una parte importante en el 
manejo y control de estas infecciones. Por ello, se llevó a cabo un estudio de casos-controles 
para identificar los factores de riesgo asociados con la adquisición de cepas de E. cloacae 
productoras de BLEE. El análisis multivariante reveló que la administración previa de 
antibióticos β-lactámicos, la traqueostomía, la hospitalización previa, y el fallo renal crónico 
estaban estadísticamente relacionados con la adquisición de EbSF. La mayoría de estos 
factores de riesgo ya han sido descritos previamente en la literatura relacionados con la 
adquisición de otras enterobacterias productoras de BLEE (143-148). No se ha descrito 
previamente como factor de riesgo el fallo renal crónico, pero en estos pacientes la patología 
del tracto urinario se ve probablemente incrementada, por lo que podría, indirectamente, 
favorecer la infección del tracto urinario o la colonización por EbSF y constituir así un factor 
de riesgo importante como se describe en este trabajo. 
Este estudio aporta datos a la poco conocida epidemiología de las cepas de E. 
cloacae productoras de BLEE. La epidemiología de este clon de E. cloacae es muy similar a 
la que se ha descrito en K. pneumoniae, ya que se trata de un microorganismo de carácter 
nosocomial, ninguno de los casos fue adquirido en la comunidad, y la relación entre los 
aislamientos era clonal (109).  
Como SFO-1 es una β-lactamasa aislada muy raramente resulta de interés la 
secuenciación de su entorno genético, en la que se encontró que el gen blaSFO-1 estaba 
flanqueado por la secuencia de inserción IS26 rodeada por los brazos derecho e izquierdo 
(IRR e IRL), lo que podría permitir al gen de la β-lactamasa expandirse como un elemento 
autónomo transponible. IS26 está normalmente asociada con genes de resistencia antibiótica 
y podría estar involucrada en la diseminación por varias rutas, incluyendo la translocación de 
genes de resistencia localizados en el cromosoma (89, 149). 
Cabe destacar que mediante procedimientos de clonación y expresión se demostró 
que el patrón de resistencia a β-lactámicos de las cepas EbSF estaba codificado por vía 
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plasmídica, susceptible por lo tanto de ser transmisibles a otras bacterias, sin embargo, a 
pesar de este hecho y de que se encontraba dentro de un elemento autónomo transponible, no 
se detectaron en nuestro hospital otras enterobacterias portadoras de este plásmido. 
La gran expansión de la cepa EbSF nos lleva a hipotetizar sobre sus formas de 
transmisión, siendo la explicación más probable que se haya transmitido de persona a 
persona por contacto directo, siendo los principales portadores las manos del personal 
sanitario. A lo largo del estudio, la presencia de pacientes colonizados probablemente 
favoreció la extensión y permanencia epidémica de la cepa. Muchos de los pacientes 
implicados estaban altamente colonizados y presentaban muestras nasales, rectales y axilares 
positivas. Las tasas de colonización por aislamientos de E. cloacae productor de BLEE están 
experimentando un crecimiento significativo en los últimos años, como muestra un estudio 
realizado en Chicago entre el año 2000 y 2005 (150) y ésto conlleva un gran peligro debido a 
que los pacientes colonizados con E. cloacae productor de BLEE tienen un riesgo 
incrementado de desarrollar infección posteriormente por este microorganismo. 
La presencia de la cepa EbSF se mantuvo durante un largo período y, debido a que 
aún aparecen algunos casos, es probable que se haya convertido en endémica en nuestro 
ámbito hospitalario. Por ello, se concluye que es de gran importancia monitorizar las 
infecciones/colonizaciones emergentes producidas por E. cloacae productor de BLEE en 
todos los hospitales, procurando identificarlos correctamente en los laboratorios de 
microbiología clínica y realizando estrictas medidas de control desde el comienzo, para así 
evitar la endemicidad, ya que el control de productores de BLEE endémicos es realmente 
complicado (121, 151, 152). 
Los datos presentados en este trabajo confirman que E. cloacae productor de BLEE 
podría estar aumentando su incidencia como patógeno nosocomial y demuestran el carácter 
epidémico que estas cepas podrían adquirir. El aumento de la multirresistencia entre 
patógenos nosocomiales como E. cloacae es muy preocupante ya que disminuye la 
capacidad de tratamiento de estas infecciones en un futuro debido a la limitación de 
antibióticos eficaces disponibles. 
En resumen, se describió por primera vez en Europa una cepa epidémica de E. 
cloacae con perfil multirresistente, sólo susceptible a antibióticos carbapenémicos, que 
expresa la inusual BLEE SFO-1 en el contexto de un brote hospitalario con un gran número 
de pacientes implicados. 
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4.3. Discusión capítulo III 
Este estudio se realizó con el principal objetivo de observar si la expresión de β-
lactamasas de diferente naturaleza se asociaba con el metabolismo del PG, lo cual apoyaría 
la hipótesis de un origen ancestral común con las PBPs. Otro objetivo, fue clarificar las 
implicaciones de este hecho en la epidemiología de las β-lactamasas. Ésto se realizó a través 
del estudio de la fitness de E. coli expresando diferentes β-lactamasas relacionado con los 
cambios en la composición del PG. En previas publicaciones se describieron cambios en la 
composición del PG de Salmonella produciendo enzimas de tipo AmpC y su efecto en la 
virulencia (127), aunque no se realizaron estudios de fitness relativa. 
La comprensión de las bases fisiológicas del coste en fitness en los aislamientos que 
portan β-lactamasas es relevante clínicamente, ya que los antibióticos β-lactámicos son los 
más frecuentemente usados en el tratamiento de las enfermedades infecciosas y las β-
lactamasas constituyen el principal mecanismo de resistencia a β-lactámicos en bacilos 
Gram-negativos. Además analizar el comportamiento bacteriano de las cepas que portan 
estos enzimas sin la presencia de antibióticos es interesante para conocer su capacidad de 
mantenerse, colonizar, e incluso infectar. 
Es difícil evaluar este tema debido a la diversidad de factores que podrían influir en 
el resultado final. Por este motivo, los experimentos que presentamos en este trabajo fueron 
realizados en cepas isogénicas bajo condiciones idénticas, con el objeto de que los resultados 
reflejasen con precisión la relación entre las β-lactamasas estudiadas, la composición del PG 
de la cepa en la que están presentes estas β-lactamasas y su fitness. 
El efecto de las β-lactamasas sobre la composición del PG se observó cuando se 
añadieron concentraciones subinhibitorias de imipenem al medio de cultivo. Esta baja 
concentración de imipenem fue suficiente, para incrementar la sensibilidad del ensayo y 
observar así el efecto que se producía sobre la composición del PG. Para evaluar los 
cambios, las cepas recombinantes que portaban las β-lactamasas fueron comparadas con la 
cepa control de E. coli no portadora de β-lactamasas (MG-pB). Los cambios cuantitativos 
observados en el PG en las cepas de E. coli MG1655 que portaban los plásmidos pB-OXA-
10-like, pB-OXA-24 y pB-AmpR-SFO-1 producían, como consecuencia, una disminución en 
el nivel de entrecruzamiento de los muropéptidos lo que se puede atribuir a una disminución 
de la actividad transpeptidasa, o un aumento de la actividad endopeptidasa, que sería 
esperable si estas enzimas tuvieran esa actividad in vivo; y un aumento en la longitud media 
de las cadenas que puede ser debido al aumento de la actividad transglicosilasa, aunque 
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también podría tratarse de una disminución de las transpeptidasas líticas responsables de 
cortar las cadenas glicosídicas.  
La expresión de las diferentes β-lactamasas no tuvo ningún efecto visible en la tasa 
de crecimiento de la cepa de E. coli bajo condiciones experimentales no competitivas. 
Aunque la presencia de genes de resistencia codificados por plásmidos está normalmente 
asociado con un coste biológico en la capacidad de crecimiento de la bacteria, en 
monocultivo (153), en nuestro modelo isogénico se observó que las β-lactamasas estudiadas 
no afectaban a la tasa de crecimiento ya que fue similar para todos los aislamientos. 
La competición in vitro y en un modelo animal, fue concordante y mostró que el 
coste biológico aumentaba en presencia de β-lactamasas de tipo OXA (OXA-10-like y OXA-
24) y AmpR-SFO-1, dejando patente la desventaja para la selección de estas bacterias 
resistentes cuando no hay antibióticos presentes  
Está descrito que el coste biológico es el principal factor que conduce a la reducción 
en la frecuencia de bacterias resistentes en ausencia de antibióticos (154). Mientras que esta 
afirmación es cierta para algunas β-lactamasas, en otras no se observa que produzcan un 
aumento del coste biológico de la bacteria. 
Es importante hacer hincapié en el efecto sobre el coste biológico obtenido con SFO-
1 con su regulador positivo, situado en posición upstream, AmpR. Cuando el gen carece de 
este regulador positivo el efecto se suprime (126), lo que demuestra que está directamente 
relacionado con la expresión de la β-lactamasa SFO-1. 
Hasta el momento no se ha dado ninguna explicación clara al hecho de que algunas 
β-lactamasas son frecuentemente aisladas en unos géneros determinados de bacterias, y en 
cambio son escasamente detectadas en otros. La identificación de las diferencias en el 
impacto que presentan las diferentes β-lactamasas expresadas en miembros de la familia 
Enterobacteriaceae podría ayudar en el entendimiento de por qué algunas β-lactamasas están 
más ampliamente extendidas en algunos bacilos Gram-negativos que en otros, más allá de la 
propia estructura o plataforma genética que sustenta el gen de la β-lactamasa. Mientras que 
la mayoría de las BLEE han sido descritas en E. coli, K. pneumoniae, y otras 
Enterobacteriaceae, la mayoría de las BLEE de tipo OXA y las carbapenemasas han sido 
principalmente encontradas en P. aeruginosa y Acinetobacter spp., especialmente en este 
último. Las enzimas de tipo OXA que hidrolizan carbapenemes se encuentran 
frecuentemente en A. baumannii (155), mientras que las enzimas de tipo OXA con un 
espectro extendido en P. aeruginosa, y la enzima que hidroliza carbapenemes OXA-48 en 
miembros de la familia Enterobacteriaceae (156). Sin embargo, hay que tener en cuenta las 
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diferencias tanto en la estructura como en la bioquímica de OXA-48 con respecto al resto de 
las OXAs descritas en Acinetobacter. Hasta ahora, sólo se ha descrito OXA-10 en dos 
aislamientos únicos de Providencia spp. (157) y otra β-lactamasa OXA-10-like en 
Enterobacteriaceae denominada OXA-101 (158). Con respecto a la OXA-24, hasta ahora no 
ha sido encontrada en la familia Enterobacteriaceae, detectándose mayoritariamente en A. 
baumannii (159). 
La β-lactamasa SFO-1 se ha encontrado sólo en aislamientos de E. cloacae (126, 
160), pero debido a su localización plasmídica, cabría la posibilidad de diseminación a otras 
especies, hecho que al no haberse producido confirma nuestra hipótesis. La SFO-1 es la 
única β-lactamasa de clase A con el gen ampR upstream (126). Se han realizado pocos 
estudios que describan enzimas de clase C codificadas en plásmidos (161-164) con el gen 
ampR actuando como inductor de la expresión.  
Con todos estos datos, podría ser interesante proponer una hipótesis en la cual la baja 
diseminación de estas enzimas en Enterobacteriaceae podría estar relacionada con sus 
efectos en los cambios en la composición del PG y, por lo tanto, en la disminución del coste 
biológico en ausencia de antibióticos. 
Hipotéticamente y, basándose en la disminución de la fitness biológica obtenida en 
los experimentos competitivos causada por las β-lactamasas OXA-10-like, OXA-24 y 
AmpR-SFO-1, en ausencia de antibióticos, las cepas de E. coli que expresan estas enzimas 
no serían capaces de dominar la población bacteriana. De acuerdo con esta hipótesis, en 
ausencia de antibióticos estas cepas serían desplazadas y la frecuencia de aislamiento sería 
más baja. Además, es muy importante el hecho de que los datos in vitro hayan sido 
confirmados en un modelo in vivo de ratón con infección sistémica. 
No se observó ninguna relación entre la producción de biofilm y las modificaciones 
del PG, ya que la expresión de las proteínas AmpR-SFO-1, OXA-24 y OXA-10-like 
producía una disminución en la producción de biofilm del mismo modo que la expresión de 
la β-lactamasa TEM-1, que no producía cambios en el PG. La disminución en la formación 
de biofilm ha sido atribuída previamente a la presencia de β-lactamasas de clase A y clase D, 
específicamente TEM-1 y OXA-3 (165). Se ha hipotetizado que los fenotipos de biofilm de 
los transformantes que expresan β-lactamasas de clase A y clase D podría estar provocada 
por la capacidad de estas β-lactamasas de unirse al PG ó modificarlo (165), aunque esto no 
ha sido demostrado en nuestro modelo. 
En conclusión, la expresión de algunas β-lactamasas específicas está asociada con 
los cambios en la pared celular de la bacteria huésped, lo cual se traduce en una pérdida de 
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fitness in vivo e in vitro. Este hecho podría explicar la selección “natural” de β-lactamasas en 
un género específico bacteriano y proporcionar importantes datos con respecto a la 
epidemiología de las β-lactamasas y a la baja tasa de aislamiento en géneros concretos. 
Además, la interacción con el PG observada con algunas de las β-lactamasas estudiadas, 
como la AmpR-SFO-1, OXA-10-like, y OXA-24, apoya la hipótesis de que las PBPs y las β-
lactamasas han evolucionado a partir de un gen antepasado común (46). 
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5. CONCLUSIONES 
Las principales conclusiones que pueden extraerse a partir de los datos obtenidos en el 
presente trabajo son las siguientes: 
 
5.1. Conclusiones capítulo I 
5.1.1. Se demuestra la capacidad de movilización de un plásmido que porta el gen 
blaCTX-M-32 mediante la descripción de la transmisión in vivo entre diferentes especies de 
enterobacterias. 
5.1.2. Se describe la secuencia de inserción IS1 como un elemento que genera un 
mecanismo de regulación negativa sobre la expresión de la blaCTX-M-32, debido a la 
interrupción de la región promotora. 
 
5.2. Conclusiones capítulo II 
5.2.1. Se describe por primera vez un brote epidémico causado por una cepa 
multirresistente de E. cloacae productora de SFO-1. 
5.2.2. Se detalla por primera vez el entorno genético del gen blaSFO-1, hallándose la 
presencia de un transposón compuesto, formado por dos IS26, que podría jugar un papel 
importante en su diseminación. 
5.2.3. Los principales factores de riesgo asociados a la adquisición de cepas EbSF 
fueron la administración previa de antibióticos β-lactámicos, la traqueostomía, la 
hospitalización previa y el fallo renal crónico. 
5.2.4. Podemos concluir que las características epidemiológicas de E. cloacae son 
muy similares a las previamente descritas para K. pneumoniae, ya que se trata de un 
microorganismo de carácter nosocomial y los aislamientos normalmente guardan una 
relación clonal. 
 
5.3. Conclusiones capítulo III 
5.3.1. Se ha demostrado por primera vez que la presencia de las β-lactamasas OXA-
24, un derivado de OXA-10 y AmpR-SFO-1, en un aislamiento de E. coli, es capaz de 
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modificar la composición del PG, provocando una disminución en lo cantidad de dímeros, 
trímeros, muropéptidos anhidros y pentapéptidos y un aumento de monómeros y 
muropéptidos unidos a lipoproteína. Como consecuencia de estos cambios, se observa una 
disminución en el nivel de entrecruzamiento de los muropéptidos y un aumento en la 
longitud media de las cadenas. 
5.3.2. Teniendo en cuenta que el efecto producido por la expresión de las diferentes 
β-lactamasas no es universal y las conclusiones son específicas en nuestro modelo podemos 
decir que los resultados del análisis de la composición del PG fueron similares con la 
presencia de las siguientes β-lactamasas: TEM-1, TEM-29, CTX-M-32, CTX-M-8, CTX-M-
2, CTX-M-14, SFO-1 (sin la presencia del gen regulador AmpR), VIM-1 y FOX-4, no 
observándose ningún cambio en el PG. 
5.3.3. Los cambios observados en la composición del PG debido a la presencia de las 
β-lactamasas de tipo OXA y AmpR-SFO-1 se relacionan con una pérdida de fitness 
observada tanto en experimentos in vitro como in vivo. 
5.3.4. La disminución en la fitness podría explicar la selección “natural” de β-
lactamasas en un género específico bacteriano y proporcionar importantes datos con respecto 
a la epidemiología de las β-lactamasas y a la baja tasa de aislamiento en determinados 
géneros. 
5.3.5. La expresión de algunas β-lactamasas se asoció a una disminución en la 
producción de biofilm, aunque este efecto no se relacionó con los cambios en el PG. 
5.3.6. La interacción observada entre las β-lactamasas y el PG, apoyaría la hipótesis 
de que las PBPs y las β-lactamasas han evolucionado a partir de un gen antepasado común. 
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Española de Enfermedades Infecciosas y Microbiología Clínica (SEIMC). “Infecciones por 
Staphylococcus aureus resistente a meticilina asociado a la comunidad en población 
pediátrica: Estudio multicéntrico” Barcelona 19-22 de mayo de 2010.  
 
PREMIO A LA MEJOR COMUNICACIÓN en el Congreso anual de la Sociedad 
Española de Enfermedades Infecciosas y Microbiología Clínica (SEIMC). “Estudio de un 
brote nosocomial causado po Enterobacter cloacae (EC) multirresistente productor de la 
betalactamasa SFO-1” Sevilla, 3-5 junio 2009. 
 
PREMIO AL RESIDENTE CON MEJORES PUBLICACIONES en el año 2007. X 
Jornadas para la promoción de la investigación biomédica. A Coruña, 19 de Junio de 2008. 
 
 
PUBLICACIONES: 
 
Miró E, Agüero J, Larrosa MN, Fernández A, Conejo MC, Bou G, González-López JJ, Lara 
N, Martínez-Martínez L, Oliver A, Aracil B, Oteo J, Pascual A, Rodríguez-Baño J, 
Zamorano L, Navarro F. Prevalence and molecular epidemiology of acquired AmpC β-
lactamases and carbapenemases in Enterobacteriaceae isolates from 35 hospitals in Spain. 
2012. Eur J Clin Microbiol Infect Dis. Epub Sep 7. 
Margarita Poza, Carmen Gayoso, Manuel J Gómez, Soraya Rumbo-Feal, María Tomás, 
Jesús Aranda, Ana Fernández, Germán Bou. Exploring bacterial diversity in hospital 
environments by GS-FLX titanium pyrosequencing. 2012. PLoS ONE 7(8): e44105 
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Francisco José Pérez-Llarena, Ana Fernández, Laura Zamorano, Frédéric Kerff, Alejandro 
Beceiro, Belén Aracil, Emilia Cercenado, Elisenda Miró, Antonio Oliver, Jesús Oteo, Ferrán 
Navarro and Germán Bou. 2012. Characterization of a novel IMP-28 metallo-beta-lactamase 
from a spanish Klebsiella oxytoca clinical isolate. Antimicrob Agents Chemother. 
56(8):4540. Epub 2012 June 5 
Fernández A, Pérez A, Ayala JA, Mallo S, Rumbo-Feal S, Tomás M, Poza M, Bou G.  
2012. Expression of OXA-type and SFO-1 β-lactamases induces changes in peptidoglycan 
composition and affects bacterial fitness. Antimicrob Agents Chemother. Apr;56(4):1877-84. 
Epub 2012 Jan 30 
Pérez A, Poza M, Fernández A, Fernández MD, Mallo S, Merino M, Rumbo-Feal S, Cabral 
MP, Bou G. 2012. Involvement of the AcrAB-TolC efflux pump in the resistance, fitness 
and virulence of Enterobacter cloacae. Antimicrob Agents Chemother. Apr;56(4):2084-90. 
Epub 2012 Jan 30. 
Rodríguez-Baño J, Miró E, Villar M, Coelho A, Gozalo M, Borrell N, Bou G, Conejo MC, 
Pomar V, Aracil B, Larrosa N, Agüero J, Oliver A, Fernández A, Oteo J, Pascual A, 
Navarro F. 2011. Colonisation and infection due to Enterobacteriaceae producing plasmid-
mediated AmpC β-lactamases. J Infect. Feb;64(2):176-83 
Mora A, Blanco M, López C, Mamani R, Blanco JE, Alonso MP, García-Garrote F, Dahbi 
G, Herrera A, Fernández A, Fernández B, Agulla A, Bou G, Blanco J.  2011. Emergence of 
clonal groups O1:HNM-D-ST59, O15:H1-D-ST393, O20:H34/HNM-D-ST354, O25b:H4-
B2-ST131 and ONT:H21, 42-B1-ST101 among CTX-M-14-producing Escherichia coli 
clinical isolates in Galicia, northwest Spain. 2011. Int J Antimicrob Agents. Jan;37(1):16-21 
Fernández A, Pereira MJ, Suárez JM, Poza M, Treviño M, Villalón P, Sáez-Nieto JA, 
Regueiro BJ, Villanueva R, Bou G. 2011. Emergence in Spain of a Multidrug Resistant 
Enterobacter cloacae clinical isolate producing SFO-1 extended-spectrum β-lactamase. J 
Clin Microbiol. Mar; 49(3):822-8. 
Ana Fernández, María Fernanda Peña, Juan Manuel Barja y Rosa Villanueva. Lesiones 
cutáneas en un paciente agricultor con presencia de fiebre. Enferm Infecc Microbiol Clin. 
2010;28:469-70. 
Ana Fernández, David Velasco, Francisco Lueiro and G. Bou. 2008. Estudio de 
sensibilidad antifúngica para posaconazol y caspofungina en levaduras responsables de 
infección fúngica invasiva (2002-2003). Evaluación del sistema E-test. Enferm. Infecc. 
Microbiol. Clin. 26: 82-85. 
Ana Fernández, Emilia Gil, Mónica Cartelle, Astrid Pérez, Alejandro Beceiro, Susana 
Mallo, María Mar Tomás, Francisco J.Pérez-Llanera, Rosa Villanueva and German Bou. 
2007. Interspecies spread of CTX-M-32 extended-spectrum β-lactamase and the role of the 
insertion sequence IS1 in down-regulating blaCTX-M gene expression. J Antimicrob 
Chemother. May; 59(5):841-847. 
Beceiro A, Perez-Llanera FJ, Perez A, Tomas M del M, Fernandez A, Mallo S, Villanueva 
R, Bou G. 2007. Molecular characterization of the gene encoding a new AmpC {beta}-
lactamase in Acinetobacter baylyi. J Antimicrob Chemother. May; 59(5): 996-1000. 
A. Perez, D. Canle, C. Latasa, M. Poza, A. Beceiro, M. Tomas, A. Fernández, S. Mallo and 
G. Bou. 2007. Cloning, nucleotide sequencing, and analysis of the AcrAB-TolC efflux pump 
of Enterobacter cloacae and its involvement in antibiotic resistance in a clinical isolate. 
Antimicrob Agents Chemother. 51: 3247-53. 
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Del Mar Tomas M, Moure R, Saez Nieto JA, Fojon S, Fernandez A, Diaz M, Villanueva R, 
Bou G. 2005. Williamsia muralis pulmonary infection. Emerg Infect Dis. Aug;11 (8): 1324-
25.  
 
 
FORMACIÓN COMPLEMENTARIA: 
 
Cursos:   
 
Febrero 2011-Febrero 2012 Curso “Enfermedades Infecciosas 2011: Infección por el VIH 
en el adulto” Actividad acreditada con 5,3 créditos (25 horas lectivas). 
 
Mayo 2010-Febrero 2011. Curso “Atención compartida en enfermedades infecciosas y 
uso de antimicrobianos” Actividad acreditada en base a la encomienda de gestión 
concedida por los Ministerios de Sanidad y Política Social y Ministerio de Educación al 
Consejo General de Colegios Oficiales de Médicos con 6,8 créditos para farmacéuticos, 
equivalentes a 41 horas lectivas. 
 
18-19 de Noviembre 2010. 18º Simposio científico de la fundación Lilly: “Microbioma 
descubriendo el último órgano del cuerpo humano”. 14 horas lectivas. 
 
Mayo 2010-Enero 2011. Curso “Lectura interpretada del antibiograma” Actividad 
acreditada en base a la encomienda de gestión concedida por los Ministerios de 
Educación, Cultura y Deporte y de Sanidad y Consumo al Consejo General de Colegios 
Oficiales de Médicos con 4,20 CRÉDITOS equivalentes a 18 horas lectivas. 
 
Septiembre 2010-Junio 2011. Curso “Infecciones nosocomiales en la era de la 
multirresistencia” Actividad acreditada para farmacéuticos por la Comisión de Formación 
Continuada con 10,2 créditos. 
 
12 de Noviembre 2009, Madrid. IV Jornadas científicas de la Red española de investigación 
en patología infecciosa (REIPI): “Investigación en problemas de salud” 
 
17-18 de septiembre de 2009. “Reunión científica sobre proteómica clínica: De la huella 
peptídica a la imagen tisular” 15 horas. 
 
Febrero 2009, A Coruña. Curso: “Cómo preservar los antibióticos de hoy para el mañana 
en infecciones respiratorias de las vías bajas (IRVB)” 0,6 créditos ó 3 horas lectivas. 
 
Enero 2009-Septiembre 2010. Curso “Actualización en la terapéutica antimicrobiana” 
Actividad acreditada en base a la encomienda de gestión concedida por los Ministerios de 
Educación, Cultura y Deporte y de Sanidad y Consumo al Consejo General de Colegios 
Oficiales de Médicos con 10,1 CRÉDITOS equivalentes a 50 horas lectivas. 
 
Enero-Diciembre 2008. Curso “Infecciones de los  pacientes transplantados”. Actividad 
acreditada en base a la encomienda de gestión concedida por los Ministerios de Educación, 
Cultura y Deporte y de Sanidad y Consumo al Consejo General de Colegios Oficiales de 
Médicos con 7.2 CRÉDITOS. 
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Curso para la obtención del “Diploma de Innovación Tecnológica y Gestión en el 
Laboratorio Clínico.” Dividido en varios bloques de contenidos y la realización de dos 
trabajos de investigación. 25 créditos avalados por la Universidad Europea de Madrid: 
 
3-7 de Septiembre de 2007:   Bloques A y B: Investigación Clínica y Biomédica.  
Organización de Laboratorios. Normalización, Guías 
y Algoritmos. 
22-26 de Octubre de 2007:    Bloques C, D y E: Calidad en el Laboratorio.  
Sistemas de Información en la Gestión de los 
laboratorios. Gestión clínica y costes.  
Septiembre-Diciembre: Realización de los trabajos de investigación necesarios para 
la obtención del diploma. 
 
Febrero-Marzo 2007. Asistencia como oyente al “Master de Medicina Tropical y Salud 
Internacional.” Curso 2006-07. Hospital Clinic. Barcelona. 
 
24 Febrero 2007: “XVII Jornada Medicoquirúrgica de Pediatría. Atención al niño 
viajero, al inmigrante y al adoptado.” Hospital de nens. Barcelona. (0,4 créditos por el 
sistema nacional de salud) 
 
Febrero 2006. “Regulación de la expresión génica.”  Curso de doctorado de la Universidad 
de La Coruña, Departamento de Biología celular y molecular. Programa de doctorado: 
Genética, bioquímica y biotecnología (Programa con Mención de Calidad para el curso 
2005-2006) 
 
Mayo 2006. “Epidemiología molecular de los microorganismos implicados en procesos 
infecciosos: identificación y control de brotes epidémicos.” Curso de doctorado de la 
Universidad de La Coruña, Departamento de Biología celular y molecular. Programa de 
doctorado: Genética, bioquímica y biotecnología (Programa con Mención de Calidad para el 
curso 2005-2006) 
 
Mayo 2006. “Bases moleculares de la resistencia a antibióticos en microorganismos 
causantes de patología infecciosa.” Curso de doctorado de la Universidad de La Coruña, 
Departamento de Biología celular y molecular. Programa de doctorado: Genética, 
bioquímica y biotecnología (Programa con Mención de Calidad para el curso 2005-2006) 
 
Febrero 2006. “Biología, cultivo y aplicación de las microalgas marinas.” Curso de 
doctorado de la Universidad de La Coruña. Programa de doctorado: Genética, bioquímica y 
biotecnología (Programa con Mención de Calidad para el curso 2005-2006) 
 
Octubre-Diciembre 2003: “Curso de Formación Especializada para farmacéuticos.” 
Academia CEMS (Valencia). 
 
Verano 2001: “Medicina y Sociedad. Nuevos tratamientos: Bioética, Farmacia y 
Medicina”  impartido por la Universidad Internacional Menéndez Pelayo con la concesión 
de una beca completa.  
 
Verano 2000: “Escuela de Farmacología Teófilo Hernando. Medicamentos 
biotecnológicos” impartido por la Universidad Internacional Menéndez Pelayo con la 
concesión de una beca completa.  
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Idiomas:  
Inglés: Nivel medio (5º grado por el Centro de lenguas modernas de la U.S.C.) 
Francés: Nivel Elemental (1º grado por el Centro de lenguas modernas U.S.C.) 
Gallego: Nivel alto (Cursos de iniciación y de perfeccionamiento de lengua 
gallega.) 
 
Informática: Word, Excel, Windows, EndNote, SPSS, Internet en el ámbito de usuario. 
 
 
Cursos impartidos: 
  
• “Curso de introducción a la práctica clínica” 1 hora. Docencia dirigida a 
residentes del Complejo Hospitalario Universitario A Coruña. 2 de Julio de 
2007. 
 
• “Reacciones de aglutinación y precipitación. Diagnóstico microbiológico.” 
Curso de actualización en técnicas de inmunología aplicadas al laboratorio. 5 
horas. Docencia dirigida a profesores de módulos profesionales del ámbito 
sanitario y financiada por la Xunta de Galicia. 10 de Septiembre de 2007. 
 
PARTICIPACIÓN EN PROYECTOS DE INVESTIGACIÓN: 
 
 
1. Estudios estructura-función en beta-lactamasas de clase C. 2004-2007. 
REFERENCIA: PI040514 
Financiado por el Instituto de salud Carlos III (FIS)  
Investigador principal: Germán Bou Arévalo. 
Investigadores colaboradores: Bou G, Cañizares A., Molina F, Beceiro A, Velasco D, 
Villanueva R, Durán MT, Cartelle M, Fernández A. 
 
2. Identificación de genes de virulencia del patógeno humano Acinetobacter baumannii 
expresados preferentemente “in vivo”. 2007-2010 
Financiado por la Consellería de sanidade de la Xunta de Galicia. 
Número de expediente: PS07/51 
Investigador principal Esteban Fernandez Moreira. 
Investigadores colaboradores: Francisco José Perez Llarena, Mªdel Mar Tomás Carmona, 
Susana Mallo Cancela, Ana Fernández González.  
 
3. Impacto clínico y epidemiología molecular de las infecciones por Staphylococcus 
aureus resistente a meticilina de adquisición comunitaria en población pediátrica: 
Estudio multicéntrico. 
REFERENCIA: PI081520 
Financiado por el Instituto de salud Carlos III (FIS)  
Investigador principal: Fernando Chaves Sanchez. 
Investigadores colaboradores: Fernando Chaves, Pablo Rojo, Maria Daskalaki, Alba Palacios 
Cuesta, Joaquín R. Otero, fNieves Larrosa Escartín, Fernando Moraga Lloc, Enrique Ruiz de 
Gopegui, Joaquín Dueñas, Ana Fernandez y Ana Belén Alas Barbeito. 
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4. Estudio de la prevalencia y epidemiología de las resistencias a betalactámicos 
mediadas por betalactamasas plasmídicas tipo AmpC y por carbapenemasas, en 
enterobacterias, en España . 
Financiado por el Instituto de salud Carlos III (FIS)  
REFERENCIA: PS09/00125 
Investigador principal: Ferrán Navarro Risueño. 
Investigadores colaboradores: MC Conejo, L Zamorano, J Agüero, A Fernández, R 
Bartolomé, B Aracil. 
 
5. Genómica y transcriptómica de biofilms de A. baumannii. 2012-2014. 
Financiado por el Ministerio de Ciencia e Innovación. 
REFERENCIA: PI11/01034 
Investigador principal: Margarita Poza 
Investigadores colaboradores: Ana Fernández, María Merino, Soraya Rumbo, Clara Póvoa, 
Astrid Pérez y Carmen Gayoso. 
 
   
 
